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Capítulo 1

Introducción

El cáncer es una enfermedad en la cual las células en el cuerpo se multiplican sin con-

trol. Cuando este comienza en el cuello del útero, se llama cáncer cervicouterino, cáncer

de cérvix, o cáncer del cuello del útero. El cáncer se puede extender a otras partes del

cuerpo posteriormente[1]. El cáncer cervicouterino es una de las principales causas de

muerte por cáncer entre las mujeres de todo el mundo. La mayoría de esas defuncio-

nes ocurren en países de ingresos bajos y medianos. La causa primaria de las lesio-

nes precancerosas y del cáncer cervicouterino es la infección persistente o crónica por

uno o más de los tipos “de alto riesgo” (u oncógenos) del virus del papiloma humano

(VPH)[2].

En estos pacientes un sistema de marcadores tumorales (biomarcador) podría ser una

herramienta adicional para derivar el estado del tumor (benigno, maligno). Subsecuen-

temente, tales marcadores pueden ser útiles para correlacionarse con la respuesta al tra-

tamiento anti-cáncer y a la recurrencia de la enfermedad. Al existir incrementos en los

niveles de ácido siálico, dicho biomarcador puede ser considerado como un biomarcador

inflamatorio potencial que serviría para ayudar en el diagnóstico, tamizaje y/o monito-

reo de la terapia de los pacientes diagnosticados con este tipo de cáncer. Así, utilizando



Introducción

Espectroscopía Raman mediante la técnica de SERS (Dispersión Raman Amplificada

por Superficie) con nanopartículas de plata (AgNPs) se busca determinar las concentra-

ciones de ácido siálico en pacientes femeninas con cáncer cervicouterino invasor y con

lesiones precancerosas para determinar si existe un incremento en la concentración de

ácido siálico en saliva que nos permita determinar el estadio de las personas con respec-

to al desarrollo del cáncer. Existen pruebas previas con esta técnica en las cuales ya se

ha medido la concentración de ácido siálico en mujeres con otro tipo de afecciones las

cuales han proporcionado muestras de saliva y se les ha determinado la concentración

de ácido siálico mediante esta metodología[3].

Así mismo, se pretende hacer una comparativa con mujeres diagnosticadas con cáncer

cervicouterino invasor y lesiones precancerosas para determinar si hay un incremen-

to de este biomarcador, como también hacer la medición en una población sana, con

enfermedad de gingivitis y con enfermedad periodontal, esto es para evitar que las en-

fermedades bucodentales (gingivitis y periodontitis) sean una variable confusora en el

estudio del cáncer cervicouterino, debido a que la muestra es en saliva y puede causar

confusión en la medición de esta por la cercanía de la saliva y la localización de dichas

enfermedades.
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2.1 Cáncer Cervicouterino (CaCu)

¿Qué es?

El cáncer es una enfermedad en la cual las células en el cuerpo se multiplican sin con-

trol. Cuando este comienza en el cuello del útero, se llama cáncer cervicouterino, cáncer

de cérvix, o cáncer del cuello del útero, que denominaremos CaCu. El cáncer se puede

extender a otras partes del cuerpo posteriormente, por el efecto conocido de la metásta-

sis.

La infección por el virus del papiloma humano (VPH) es la causa principal de cáncer de

cuello uterino en las mujeres [1].

Aunque la mayoría de los casos de cáncer cervicouterino se pueden prevenir mediante

la detección y el tratamiento de rutina de las lesiones precancerosas, el cáncer cervi-

couterino es la principal causa de mortalidad por cáncer entre las mujeres en los países

en desarrollo [4].

Estadísticas

El cáncer cervicouterino es un problema de salud pública mundial. En 2018, a pesar

de ser prevenible, el CaCu es el cuarto tipo de cáncer que produce más muertes en la
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población femenina (ver Fig. 2.1 en color naranja) y el séptimo en todo el mundo, lo

que representa aproximadamente 9 de cada 10 muertes por cáncer en regiones menos

desarrolladas (87 %).

Los informes estadísticos de 2018 registraron 569,847 de casos nuevos, lo que repre-

senta una tasa de incidencia ajustada por edad de 13.1 por 100,000 mujeres. Las regio-

nes de alto riesgo (con tasas de incidencia estandarizadas por edad estimadas de > 30

por 100,000 mujeres) incluyen África del Sur (43.1), Melanesia (22.7) y África media

(26.8). Las tasas más bajas se presentaron en Australia/Nueva Zelanda (6.0) y en Asia

occidental (4.1) (ver Fig. 2.2) también se registraron 311,365 de muertes con una tasa

de mortalidad estandarizada por edad de 6.9 por 100,000 mujeres, de las regiones de la

Organización Mundial de la Salud (OMS) África del Sur y Occidental tienen la mortali-

dad más alta en todo el mundo (20 y 30 muertes por 100,000, respectivamente) (ver Fig.

2.3). Si las tendencias actuales no cambian, el número de muertes en América Latina

aumentará un 45 % para el año 2030. Las tasas de muerte son tres veces más altas en

América Latina y el Caribe que en América del Norte, lo que evidencia sus enormes

disparidades de salud. Aproximadamente el 85 % de las mujeres que mueren de CaCu

residen en países en desarrollo [4],[5].

Figura 2.1: Número de muertes estimadas mundiales en 2018 de todos los tipos de

cáncer en población femenina de todas las edades [5].
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Figura 2.2: Tasas de incidencia estandarizadas por edad estimadas en 2018 para cáncer

cervicouterino de todas las edades [5].

Figura 2.3: Tasas de mortalidad estandarizadas por edad estimadas en 2018 para cáncer

cervicouterino de todas las edades [5].

En México, el cáncer cervicouterino se considera un problema de salud pública, y este

cáncer es la segunda causa más común de tumores malignos en mujeres ≥ 25 años,

sólo detrás del cáncer de mama que se encuentra en primer puesto (Ver Fig. 2.4). Su

relevancia es considerable; es la neoplasia con la segunda tasa de incidencia más alta y

la segunda causa de muerte entre las mujeres de todas las edades. Los grupos de edad

más afectados son de 50 a 59 años y de 30 a 49 años. El CaCu representó el 7.5 %

(190,667) de todos los casos nuevos de cáncer y el 9.6 % (83,476) del total de muertes

femeninas por cáncer en 2018 [4].
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Figura 2.4: Número de muertes estimadas en México en 2018 de todos los tipos de

cáncer en población femenina de todas las edades [6].

2.2 Lesiones Precancerosas (NICs)

Las lesiones precancerosas son una etapa precursora del cáncer cervicouterino. Estas

lesiones pueden transformarse en cáncer a lo largo de muchos años si no se detectan.

Aunque no hay una cura para la infección por VPH, las verrugas, lesiones y cambios

precancerosos y cancerosos causados por el virus pueden ser tratados [1].

De acuerdo con la historia natural de CaCu se ha mostrado que este está precedido por

una serie de lesiones celulares dentro del epitelio endocervical. Estas lesiones, consi-

deradas como preinvasoras (precancerosas), son denominadas como Neoplasia Intraepi-

telial Cervicouterina (NIC) o Lesión Escamosa Intraepitelial (LEI) de acuerdo con el

sistema Bethesda. Desde el punto de vista histológico la clasificación de LEI depende

del grado de lesión celular dentro del epitelio y esta clasificación está diseñada para

estandarizar el sistema de reporte para la prueba de Papanicolaou [7].

Las lesiones más invasivas están precedidas por una NIC o LEI. La mayoría de las NICs

se desarrollan en la zona de transformación del cuello uterino, que se encuentra en la

unión entre el epitelio columnar endocérvix y el epitelio escamoso ectocérvix. Esta área

se denomina zona de transformación porque sufre un proceso de metaplasia epitelial
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columnar hacia el orificio cervical externo en respuesta a diferentes factores, como el

pH y los cambios hormonales, a lo largo de la vida de la mujer. Se clasifican como: NIC

1, en la que sólo se afecta el tercio inferior del epitelio; NIC 2, en la cual la lesión se

extiende hasta el tercio medio del epitelio, y NIC 3, en la cual la lesión se ha extendido

por todo el espesor del epitelio. El tiempo medio para un desarrollo de carcinoma in situ

o una NIC 3 desde el momento de una infección inicial por VPH16 es de entre 7 y 12

años, mientras que en una NIC 1 positivo al VPH de alto riesgo, el tiempo de desarrollo

es de 6 años [4] (Ver Fig. 2.5). En la Tabla 2.1 se puede ver la clasificación de acuerdo

con la terminología NIC y LEI.

Figura 2.5: Progresión de las lesiones precancerosas del CaCu desde un cérvix normal

hasta una NIC III (parte de arriba: vista completa del aparato reproductor, parte de

abajo: vista del cérvix a través de la vagina) [8].

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

7



Marco Teórico

Tabla 2.1: Displasia correspondiente a las terminologías NIC y LIE utilizadas para

clasificar las lesiones precursoras de cáncer cervicouterino [9]

Terminología de displasia Terminología NIC Terminología LIE (Sistema de Bethesda)

Displasia leve o discairiosis, atipia coilocitótica, condiloma plano (antiguo Papanicolaou clase III) NIC 1 (I) Lesión Intraepitelial Escamosa de bajo grado

Displasia moderada o discairiosis (antiguo Papanicolaou clase IV) NIC 2 (II) Lesión Intraepitelial Escamosa de alto grado

Displasia grave o discairiosis (Papanicolaou antiguo clase IV) NIC3 (III) Lesión Intraepitelial Escamosa de alto grado

Carcinoma in situ (antiguo Papanicolaou clase V) NIC3 (III) Lesión Intraepitelial Escamosa de alto grado

Factores de riesgo

Los estudios indican que la infección persistente con el VPH es un requisito necesario

para el desarrollo del CaCu. Se transmite por contacto sexual, afectando a 8 de cada 10

personas (hombres y mujeres) en algún momento de su vida. Sólo una mujer de cada

10 que adquiere esta infección desarrollará el cáncer. Algunos factores de riesgo son los

siguientes:

Consumo de tabaco

Enfermedades de transmisión sexual como el herpes y clamidia

Uso de hormonas orales

Deficiencias nutricionales

Edad de inicio de la actividad sexual y ausencia de protección durante la ado-

lescencia

Múltiples parejas sexuales [4]

Etapas clínicas

En el CaCu, la asignación de etapas se basa en datos clínicos. Se requiere experiencia

para que la prueba sea reproducible y confiable. Por lo tanto, las reglas de estadifica-

ción clínica se basan en exploraciones clínicas ginecológicas realizadas por un experto,

preferiblemente mientras la paciente se encuentra bajo anestesia (aunque esto depende
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del centro de salud). En 2009, la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia

(FIGO, por sus siglas en inglés) estableció lo siguiente (Ver Fig 2.6 y Fig. 2.7) [4]:

Figura 2.6: Estadificación del cáncer cervicouterino según la FIGO [10].
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Figura 2.7: Estadificación del cáncer cervicouterino, supervivencia a 5 años y estado en

la primera consulta [11].

Métodos de tamizaje

El tamizaje es una intervención de salud pública dirigida a una población destinataria

asintomática. El tamizaje no tiene por objeto diagnosticar una enfermedad, sino identi-

ficar a las personas con mayor probabilidad de tener la enfermedad o un precursor de

esta.

El resultado positivo primario del tamizaje es la reducción de los casos de cáncer cervi-

couterino mediante la detección y tratamiento de las lesiones precancerosas antes de que

progresen hacia un cáncer. Además, el tamizaje permite detectar el cáncer cervicouteri-

no en su fase inicial, cuando todavía puede ser tratado eficazmente.

Los riesgos del tamizaje es una tasa variable de sobre detección de lesiones precan-

cerosas (es decir, falsos positivos), que conduce al tratamiento innecesario de mujeres

que, de hecho, no corren mayor riesgo de cáncer invasor en ese momento. No obstante,

los beneficios de detectar precozmente las lesiones precancerosas (es decir, positivos
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verdaderos) deriva en un tratamiento para prevenir su evolución hacia un cáncer.

Una buena prueba de tamizaje de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud

(OMS) [2] debe cumplir con los siguientes requisitos:

Exactitud: la prueba confirma con alta probabilidad resultados correctos.

Reproducibilidad: la repetición de una misma prueba dará el mismo resultado.

Bajo costo: posibilidad para el sistema de salud en cuanto a recursos financieros

y humanos para todas las pacientes y sus familias en cuanto al acceso a los

servicios necesarios.

Facilidad relativa: aplicable sin dificultades, posibilitando también sin dificul-

tades el seguimiento de las mujeres con resultados anormales.

Aceptabilidad: es bien tolerada por la paciente y por el dispensador.

Seguridad: el procedimiento de ejecución de la prueba y el manejo de los casos

positivos tienen efectos adversos mínimos o nulos.

Disponibilidad: es accesible para toda la población destinataria.

Se debe hacer una mención considerable de los criterios de tamizaje clásico de Wilson

y Junger de 1968 adoptados por la comunidad médica [12], son los siguientes:

1. La condición buscada debe ser un problema de salud importante.

2. Se requiere un tratamiento aceptado para pacientes con enfermedad reconocida.

3. Las instalaciones para el diagnóstico y tratamiento deben estar disponibles.

4. Debe haber una etapa sintomática latente o temprana reconocible.

5. Debe existir una prueba o examen adecuado.
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6. La prueba debe ser aceptable para la población.

7. La historia natural de la afección, incluido el desarrollo de una enfermedad

latente a una enfermedad declarada, debe entenderse adecuadamente.

8. Debe estar establecida una política acordada sobre a quién tratar como pacien-

tes.

9. El costo de la detección de casos (incluido el diagnóstico y el tratamiento de

los pacientes diagnosticados) debe ser económicamente equilibrado en relación

con los posibles gastos en atención médica en general.

10. La búsqueda de casos debe ser un proceso continuo y no un proyecto “de una

vez por todas”.

En teoría, la mejor prueba de tamizaje es la que tenga la tasa más baja de falsos negativos

o mayor especificidad estadística. Los falsos negativos pueden dar lugar a un mayor

riesgo de cáncer si no hay tamizaje frecuente disponible. Los falsos positivos pueden

dar lugar a tratamientos innecesarios y provocar mayor ansiedad para las pacientes [2].

El CaCu es prevenible mediante el tamizaje de las mujeres asintomáticas con el fin

de detectar y tratar las lesiones precancerosas antes de que progresen a enfermedad

invasora. Los estudios indican que, si una mujer se sometiera a una prueba de tamizaje

de cáncer cervicouterino al menos una vez en la vida entre 30 y 40 años, su riesgo de

padecer esta enfermedad se reduciría entre un 25 y 36 % [13].

Los métodos de tamizaje actuales para cáncer cervicouterino son los siguientes [4]:

Método molecular: Detección de ADN de VPH.

• Procedimiento: La muestra, que puede ser tomada por el médico o por

la paciente misma, se coloca en un tubo con una solución conservante
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apropiada y se envía al laboratorio (o se procesa de inmediato en el lugar

si se utiliza una prueba nueva).

• Puntos fuertes:

◦ La extracción de la muestra es tan sencilla que la puede hacer la

paciente misma.

◦ El resultado del análisis es definitivo.

◦ Si se aplica una prueba nueva, que se procesa en el lugar y da resulta-

dos rápidos, un resultado positivo puede ir seguido de un tratamiento

inmediato (visita única).

• Limitaciones:

◦ Requiere suministros y equipos patentados, que pueden no ser fácil-

mente accesibles.

◦ El costo unitario suele ser elevado.

◦ El almacenamiento del material necesario para las pruebas pueden

ser problemático.

◦ En general, los requisitos de laboratorio y transporte de las muestras

son complejos.

◦ Aunque la prueba está disponible actualmente, su resultado no es-

tará disponible de inmediato, por lo que la paciente deberá hacer

múltiples visitas y ello aumenta el riesgo de que no regrese para el

seguimiento.

Método de tamizaje visual: Inspección visual con ácido acético (IVAA).

• Procedimiento: Un personal capacitado examina el cuello uterino no me-

nos de 1 minuto después de aplicar ácido acético del 3 al 5 % para visua-

lizar cambios en las células del cuello uterino.
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• Puntos fuertes:

◦ Este método es relativamente sencillo y de bajo costo.

◦ Los resultados están disponibles de inmediato.

◦ La IVAA puede ser realizada por una amplia variedad de personal

después de una capacitación breve.

◦ Los requisitos de infraestructura son mínimos.

◦ Un resultado positivo puede ir seguido de tratamiento inmediato (vi-

sita única).

• Limitaciones:

◦ Después de la capacitación, los dispensadores de IVAA necesitan

una supervisión inicial, un control de calidad y una educación (per-

feccionamiento) continuos, y garantía de la calidad.

◦ La evaluación es subjetiva; la exactitud de los resultados es muy

variables según los médicos.

◦ La IVAA no es apropiada para muchas mujeres posmenopáusicas.

Método de tamizaje citológico: a. Citología convencional (frotis de Papani-

colaou).

• Procedimiento: El dispensador toma una muestra de células del cuello

uterino utilizando una espátula o un cepillo pequeño, fija la muestra so-

bre un portaobjetos y la envía a un laboratorio para que la examine una

persona capacitada.

• Puntos fuertes:

◦ Este método ha demostrada ser eficaz para reducir el cáncer cervi-

couterino en el contexto de un sistema en buenas condiciones.
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◦ Es ampliamente aceptado en los países de altos recursos.

◦ La capacitación y los mecanismos de control y garantía de calidad

están bien establecidos.

• Limitaciones:

◦ El método es difícil de introducir y mantener.

◦ Se necesitan sistemas para garantizar el seguimiento de las mujeres

con resultado positivo en el tamizaje.

◦ Se requiere el transporte de las muestras al laboratorio y de los re-

sultados al consultorio.

◦ Los programas de citología requieren control de calidad y garantía

de la calidad clínica y de laboratorio.

◦ La interpretación es subjetiva.

◦ Los resultados no están disponibles de inmediato, de manera que se

requieren múltiples visitas, aumentando el riesgo de pérdida para el

seguimiento.

Método de tamizaje citológico: b. Citología en base líquida (CBL).

• Procedimiento: El médico toma una muestra de células del cuello uterino

con una espátula o un cepillo pequeño, la sumerge en una solución con-

servante y la envía a un laboratorio para su procesamiento y la examina

una persona capacitada.

• Puntos fuertes:

◦ Si los patólogos son competentes, el examen de las muestras de CBL

lleva menos tiempo.

◦ Las muestras también se pueden utilizar para el análisis molecular

(como detección de ADN de VPH).
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◦ La capacitación y los mecanismos de control y garantía de la calidad

están bien establecidos.

• Limitaciones:

◦ Los suministros y medios de laboratorio para la CBL son más cos-

tosos que para la citología convencional.

◦ Otras limitaciones son las mismas que las de la citología convencio-

nal.

Analizando el frotis de Papanicolaou (Pap)

La prueba del frotis de Papanicolaou (Pap) se ha utilizado durante más de 50 años pa-

ra detectar mujeres asintomáticas con anomalías citológicas, y las mujeres con citolo-

gía anormal se remiten para pruebas posteriores, como colposcopía y biopsia directa

(pruebas de oro) [14] (ver Tabla 2.2 donde se comparan porcentajes de sensibilidad,

especificidad y valores predictivos positivo y negativo para las pruebas mencionadas

anteriormente).

Tabla 2.2: Evaluación del valor predictivo negativo y positivo, sensibilidad y

especificidad del frotis de Papanicolaou y colposcopía [15].

Método Valor predictivo negativo ( %) Valor predictivo positivo ( %) Sensibilidad ( %) Especificidad ( %)

Frotis de Papanicolaou 92 26 57 76

Colposcopía 96 52 92 67

La detección y la prevención son los factores más críticos para reducir la incidencia del

cáncer cervicouterino. Los programas de detección citológicos actuales que utilizan la

prueba de Papanicolaou han reducido significativamente la incidencia del CaCu. A pesar

del éxito de la prueba de Papanicolaou, su baja sensibilidad sigue siendo un problema, y

se han propuesto varias técnicas auxiliares para aumentar la fidelidad de los diagnósticos

[13].
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En las campañas de detección, la técnica más útil hasta ahora ha sido el frotis de Papa-

nicolaou, sin embargo, tiene algunos puntos débiles, incluidos los resultados de “falsos

positivos” que conducen a biopsias innecesarias y repetitivas; aún peor son los resultados

“falsos negativos”, donde los cambios pasan desapercibidos. Estos hechos, en conjunto

con los problemas socioculturales de países como África, retrasan aún más la detección

exitosa y el tratamiento estándar de la enfermedad. La raza, el grupo étnico y el estado

de inmigración contribuyen a la alta prevalencia de CaCu. Al hacer que la exploración

pélvica y el muestreo del frotis de Papanicolaou sean una práctica prohibida debido a

las barreras culturales y lingüísticas.

En México, el programa de detección de cáncer cervicouterino se implementó en 1974,

con el objetivo de detectar lesiones precursoras, así como disminuir el número de carci-

nomas invasivos. Respecto a la adquisición de muestras de baja calidad estas se deben

a la falta de área de transformación de la muestra, una técnica de extensión deficiente y

al procesamiento o la fijación inadecuada de la muestra. Los errores en la interpretación

se deben a un seguimiento deficiente y la falta de capacitación del personal. El muestreo

de calidad es crucial para eliminar los diagnósticos falsos negativos y falsos positivos

y, por lo tanto, es el factor más importante para mejorar la sensibilidad de las pruebas

citológicas.

El Pap debe realizarse cuando comienza la vida sexual activa y luego cada 2 años; siem-

pre que los resultados sean negativos, las pruebas deben realizarse cada 3 años hasta que

la paciente cumpla 65 años [4].

A pesar de la aceptación de las pruebas citológicas como el método de detección pri-

mario para el cáncer cervicouterino, se ha mostrado que tienen una tasa alta de falsos

negativos. El frotis de Papanicolaou mostró una sensibilidad baja para la detección de

NIC 2 e incluso una sensibilidad más variable según la edad de la mujer, más alta en el

grupo de 50 años y más. En un análisis de Spence et al., la tasa de falsos negativos de

las pruebas citológicas fue tan alta como el 35.5 % en promedio. También se ha demos-
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trado que las pruebas citológicas tienen una especificidad más baja para la NIC de alto

grado que las lesiones de bajo grado, lo que puede conducir a un tratamiento excesivo.

Además, la sensibilidad del frotis de Papanicolaou para el adenocarcinoma es menor

que para el carcinoma de células escamosas. Debido a esto y la creciente incidencia de

adenocarcinoma, que representa casi una cuarta parte de todos los cánceres de cuello

uterino diagnosticados recientemente, las pruebas citológicas continuarán siendo menos

útiles.

Además de sus limitaciones con respecto a la baja sensibilidad, las limitaciones de la

prueba de Papanicolaou también incluyen el hecho de no adquirir muestras adecuadas,

sesgo interobservador y malas interpretaciones. La inflamación, la escasa celularidad y

las muestras que contaminan la sangre se han citado como razones para muestras inade-

cuadas o insatisfactorias. Aproximadamente del 1 % al 8 % de los frotis de Papanicolaou

han sido reportados como insatisfactorios.

En un ensayo, cuando se reevaluaron las muestras inadecuadas, se observó atipia cito-

lógica que incluía lesiones de alto grado y carcinoma en el 7 % de las muestras. Incluso

con muestras satisfactorias, la interpretación citológica está sujeta a la variabilidad inter

observador a pesar de los estándares internacionales. Woodhouse et al. mostró que la

discrepancia entre las lesiones de grado bajo y alto grado oscila entre el 9 % y el 15 %

entre los diferentes laboratorios y su personal.

Las pruebas de detección más efectivas deben lograr un equilibrio entre alta sensibilidad

y especificidad aceptable. De igual manera es importante identificar un intervalo de

detección que sea lo suficientemente frecuente como para detectar lesiones antes de que

se conviertan en invasivas, al tiempo que minimiza el costo y la morbilidad asociada

con el tratamiento excesivo. Esto garantiza la baja probabilidad de que se presente un

resultado anormal, en este caso el CaCu invasivo, antes de la próxima cita de cribado (o

tamizaje). Debido a su baja sensibilidad, las pruebas citológicas por sí solas requieren

exámenes regulares con un seguimiento constante.
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En un análisis realizado por Spence et al., menciona que incluso cuando se dispone de

un cribado opcional, el 65 % de las mujeres tenía antecedentes de cribado deficientes

y el 14 % de las mujeres tenían un seguimiento deficiente después de una prueba de

Papanicolaou anormal. Por lo tanto, una prueba de detección con un alto valor predictivo

negativo, que permita de manera segura la extensión de los intervalos de detección, es

una necesidad actual que deberá producir mayores beneficios [14].

2.3 Enfermedad Periodontal

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que ocasiona la destrucción de los teji-

dos de soporte del diente, el grado de destrucción difiere ampliamente entre las distintas

formas de esta enfermedad (ejemplos: periodontitis agresiva y periodontitis crónica), la

destrucción periodontal es un proceso episódico con estadios de destrucción activa, se-

guida de periodos de remisión, además de ser de sitio específico, la etiología se atribuye

a un complejo rol de algunas de las especies bacterianas que se encuentran en la cavidad

bucal [16].

La enfermedad periodontal tiene muchos estados o etapas, que van desde gingivitis fá-

cilmente tratable a periodontitis grave e irreversible [17]. En la Fig. 2.8 se ilustran estas

etapas clínicas:

Figura 2.8: Etapas clínicas de la periodontitis desde encía sana, gingivitis hasta

periodontitis severa (crónica) [18].
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La enfermedad periodontal al igual que la caries son los padecimientos bucodentales

con mayor prevalencia a nivel mundial. En México se ha reportado hasta en 70 % de la

población (según la Academia Americana de Periodoncia) y se presenta principalmente

en adultos mayores (de 65 años en adelante) (ver en la Fig. 2.9 la distribución del estado

periodontal en población adulto por grupo de edad en México) [19].

Figura 2.9: Distribución del estado periodontal en población adulta por grupo de edad

en México [20].

La periodontitis crónica es la más común de las formas de periodontitis, tiene su ex-

presión significativa en la edad adulta, es decir, se manifiesta alrededor de los 35 años,

para su desarrollo requiere de una gingivitis precursora, aunque no todas las gingivitis

progresan a periodontitis [16]. La periodontitis crónica se ha clasificado como locali-

zada o generalizada dependiendo de si están involucrados <30 % o >30 % de los sitios.

La gravedad se basa en la cantidad de pérdida de inserción clínica (CAL) y se designa

como leve (1-2 mm CAL), moderada (3-4 mm CAL) o grave (>5 mm CAL). La gin-

givitis representa un espectro de enfermedades cuyo inicio se atribuye comúnmente a

la presencia de bacterias, pero existen otras formas de gingivitis que no están relacio-

nadas principalmente con la placa. Las enfermedades sistémicas como la diabetes y la

leucemia pueden exacerbar la gingivitis asociada a la placa, al igual que los cambios
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endocrinos (pubertad, embarazo), medicamentos (nifedipina, ciclosporina y fenitoína) y

desnutrición (deficiencia de vitamina C) [21].

Las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis) son las enfermedades cróni-

cas más prevalentes que afectan a la población en todo el mundo. La gingivitis es una

inflamación de la encía debido a la acumulación de placa y afecta al 50 % de la población

adulta [22].

La periodontitis es un caso que afecta a la encía del ser humano y provoca una inflama-

ción que resulta de infecciones bacterianas. La periodontitis es una enfermedad común

debido a la mala higiene oral, el tabaquismo y enfermedades sistémicas. Una placa (pe-

gajosa, biopelícula bacteriana) y sarro (placa calcificada) se acumulan a lo largo de la

encía y causan inflamación [23]. Los estudios epidemiológicos demuestran que el pro-

greso de la enfermedad es generalmente lento y continuo y la severidad se relaciona

directamente con la placa bacteriana y cálculo dental [16].

Las enfermedades periodontales se caracterizan por una reacción inflamatoria crónica

de la membrana periodontal y de los tejidos que rodean la encía como resultado de la

estimulación local persistente por las bacterias en la placa dental y por sus metabolitos.

Además, la saliva desempeña un papel importante en el inicio y el curso de la inflama-

ción, y en diversas infecciones en la cavidad oral [24].

La prevalencia y severidad de la pérdida ósea aumenta con el incremento de la edad

no debido a la edad “per se” sino por el efecto acumulado de la destrucción periodontal

ocasionada por los factores irritativos locales tales como la placa bacteriana y el cálculo.

La asociación entre la enfermedad periodontal, la educación y el estado socioeconómi-

co ha sido estudiada varias veces. En general, a medida que disminuye la educación

aumenta la prevalencia y la severidad de la enfermedad periodontal, además, conforme

aumentan los ingresos, mejora el estado periodontal. Las personas con más educación

e ingresos tienen mayor acceso al tratamiento odontológico y a planes preventivos de

salud, además de llevar a cabo una mejor higiene bucal [16].
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Al diagnosticar la extensión de la enfermedad periodontal, la profundidad del surco

gingival es un buen indicador del avance de la enfermedad. En un periodonto sano,

no hay pérdida de unión epitelial o formación de bolsa, dicha bolsa periodontal tiene

menos de 2 mm de profundidad. Las bolsas periodontales se pueden extender entre 4

y 12 mm. Clínicamente, los pacientes con bolsas periodontales de 4 mm o más son

diagnosticados con periodontitis. Los pacientes con bolsas periodontales de 6 mm o

más se diagnostican con periodontitis avanzada o grave (ver Fig. 2.10 para la medición

de las bolsas periodontales) [17].

Figura 2.10: Diagnóstico periodontal mediante la profundidad del surco gingival [25].

Debido a los síntomas mínimos como el sangrado gingival y la pérdida de inserción,

muchas personas se niegan a tratar su enfermedad. Si no se trata, la gingivitis puede

progresar a periodontitis irreversible, lo que resulta en la pérdida de dientes. Una vez

diagnosticadas, la mayoría de las enfermedades periodontales pueden ser tratadas con

éxito. Los objetivos terapéuticos en la enfermedad periodontal son: primero, alterar o

eliminar el origen de los microbios, así como factores de riesgo contribuyentes, evitando

así la progresión de la enfermedad y preservando el estado saludable del periodonto. En

segundo lugar, se debe prevenir la recurrencia de la periodontitis. Finalmente, en casos

severos, debe intentarse la regeneración de las uniones periodontales [17].

Los resultados de las pruebas diagnósticas para la detección de la enfermedad perio-

dontal mediante profundidad del surco gingival fueron publicados por Machtei et al. en

1993 [26] y Michalowicz et al. [27] en 2013 en los que se obtuvieron los siguientes

porcentajes mostrados en la Tabla 2.3:
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Tabla 2.3: Evaluación de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor

predictivo negativo para la detección de la enfermedad periodontal mediante

profundidad del surco gingival.

Machtei et al. [26] 1993 Michalowicz et al. [27] 2013

Sensibilidad (S) 59 % 57 %

Especificidad (E) 96 % 91 %

Valor Predictivo Positivo (VPP) 16 % 70 %

Valor Predictivo Negativo (VPN) 12 % 86 %

2.4 Espectroscopía Raman

En 1928, C. V. Raman, demostró el concepto de dispersión inelástica de fotones en la

interacción con la materia. La frecuencia de los fotones emitidos se desplaza a un valor

más bajo o más alto en comparación con la frecuencia de los fotones incidentes, y es-

te fenómeno se denomina efecto Raman [28]. La espectroscopía Raman es una técnica

espectroscópica empleada para el análisis cualitativo y ahora cuantitativo de práctica-

mente cualquier material, ya sea orgánico o inorgánico. Las principales ventajas radican

en que no es necesaria ninguna preparación de la muestra a estudiar y que se trata de un

proceso no destructivo [29].

El fundamento físico de la técnica está basado en el efecto Raman y consiste en la

dispersión inelástica de una fracción de la luz incidente en la muestra, la cual sufre

entonces un cambio de frecuencia debido al intercambio de energía con la materia en

dicha colisión, según la ecuación de energía de los fotones:

∆E = h∆ν

Donde h es la constante de Planck y ν la frecuencia de la luz incidente.

El procedimiento de medida es el siguiente: un haz de luz monocromático, de frecuencia

ν0, incide sobre la muestra, dispersándose de manera elástica (dispersión Rayleigh) en su
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mayor parte, pero existiendo una cantidad de luz que ha sido dispersada inelásticamente,

y por tanto presenta un cambio en su frecuencia. Estos cambios en la frecuencia son

característicos de la naturaleza química y del estado físico de la muestra, y por tanto son

los datos que permiten identificar distintos compuestos y características moleculares.

Microscópicamente, este efecto se puede describir como una excitación de la nube elec-

trónica de la molécula debido a la interacción con el fotón incidente. Este provoca que la

excitación de la molécula pase a un estado excitado virtual, luego emite otro fotón con el

objetivo de regresar al estado fundamental. Sin embargo, si el choque ha sido inelástico

y se ha perdido o ganado energía, la molécula no volverá exactamente al mismo estado,

sino que se encontrará en un estado rotacional o vibracional distinto del inicial. La dife-

rencia de energía entre estos estados es lo que modifica la frecuencia del fotón emitido.

Según la frecuencia de los fotones dispersados, se pueden distinguir los siguientes casos

(pueden verse en la Fig. 2.11):

1. Dispersión Rayleigh (a): Cuando el choque es elástico, la frecuencia del fotón

incidente y emitido es la misma, y por tanto no hay ninguna variación energé-

tica. Este proceso no proporciona información espectroscópica.

2. Dispersión Raman-Stokes (b): Si el choque es inelástico, y la frecuencia del

fotón emitido es menor, quiere decir que ha transferido energía a la molécula,

la cual se encontrará ahora en una estado vibracional o rotacional superior a la

inicial.

3. Dispersión Raman Anti-Stokes (c): También para choques inelásticos, pero con

frecuencias mayores del fotón. En este caso, la molécula no se encontraba en

el estado fundamental, y al proporcionar energía al fotón, decae al estado de

mínima energía [29].

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

24



Marco Teórico

Figura 2.11: Mecanismos de dispersión de la luz (a) Rayleigh, (b) Raman-Stokes y (c)

Raman anti-Stokes [30].

En general, un espectro Raman es una representación de la intensidad de la luz disper-

sada frente al número de onda. El número de onda se relaciona con la longitud de onda

a través de la siguiente expresión:

ν̃ = 1
λ = ν

c

Donde λ es la longitud de onda de la luz incidente. Suele ser común en espectroscopía

emplear esta magnitud en cm−1, c es la velocidad de la luz y ν la frecuencia de la luz

dispersada por efecto Raman.

En lugar del número de ondas de la luz incidente es común representar en su lugar la

diferencia del número de ondas entre la luz incidente y emitida. Esto es posible ya que la

frecuencia de la luz incidente no modifica la posición de los picos en el espectro, aunque

la intensidad de la luz dispersada si depende tanto de la intensidad como de la frecuencia

de la luz incidente, además del tamaño de partícula, densidad de empaquetamiento (en

sólidos) y posición de observación. Todo ello hace posible expresar la ecuación como:

ν̃ = ν−ν0
c
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Donde ν0 es la frecuencia de la luz incidente y ν la frecuencia de la luz dispersada por

efecto Raman.

Cabe destacar que, en general, la intensidad de las bandas Raman-Stokes es mucho

mayor que las bandas Raman Anti-Stokes, debido simplemente a la distribución de

Maxwell-Boltzmann, la mayoría de las moléculas se encontrarán en el estado de mí-

nima energía, y no en uno excitado, por lo tanto, será más probable obtener frecuencias

menores que la incidente. Cuantitativamente, se puede expresar con la siguiente ecua-

ción:

Ni
N0

= e
−∆E
kBT

Donde Ni es el número de moléculas en el estado i (excitado), ∆E es la diferencia de

energía entre los estados i (excitado) y 0 (fundamental), kB la constante de Boltzmann

y T la temperatura [29].

Micro-espectrómetro RAMAN

La representación esquemática de un micro-espectrómetro Raman general se muestra

en la Fig. 2.12. Tiene cuatro componentes principales: (1) una fuente de láser, (2) un

microscopio, (3) un espectrómetro y (4) un detector. El láser es una fuente de luz mo-

nocromática y, en la actualidad, es la fuente más utilizada para los experimentos Raman

[28].
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Figura 2.12: Diagrama de rayos del micro-espectrómetro Raman [28].

En general, el micro-espectrómetro Raman funciona con geometría de dispersión hacia

atrás (180 ◦), es decir, la iluminación de la muestra y la recolección de luz dispersada

de la muestra se realizan con el mismo objetivo. El objetivo utilizado determina la reso-

lución espacial, que depende de su apertura numérica (NA). En forma simplificada, la

resolución espacial limitada por difracción se puede definir como:

R = λ
2NA

DondeNA = η sin θ, η es el índice de refracción del medio entre el objetivo y la muestra

en estudio, θ la mitad del ángulo de cono máximo de la luz que puede entrar o salir de

la lente y λ la longitud de onda incidente de luz.

El componente más importante de un espectrómetro es el elemento dispersivo (es decir,

la rejilla) que decide la resolución espectral. La resolución espectral de un espectrómetro

se define como la capacidad de distinguir entre características espectrales adyacentes en

un espectro. A medida que aumenta el número de líneas por milímetro de una rejilla,

aumenta el poder de resolución del espectrómetro. Por ejemplo, una rejilla con 1800
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líneas/mm resolverá los componentes adyacentes en un espectro mejor que la rejilla

con 1200 líneas/mm. Finalmente, la luz dispersada se enfoca en el dispositivo de carga

acoplada (CCD), que se usa comúnmente para detectar señales Raman [28].

Uno de los aspectos más importantes para el uso de la espectroscopía Raman en diferen-

tes campos de aplicación es la elección adecuada de la longitud de onda de excitación

del láser. Para la espectroscopía Raman lineal analítica, se aplican principalmente láse-

res de onda continua con una longitud de onda fija. Una gran variedad de láseres que

cubren un amplio rango desde el espectro visible se ha utilizado en las últimas décadas,

pero, debido al rápido desarrollo de configuraciones sensibles de micro-Raman en la ac-

tualidad, los láseres de diodo rojo funcionan a 785, 810 o 830 nm, así como los láseres

Nd: YAG (1064 nm) se han utilizado en la espectroscopía Raman [30].

La dispersión Raman estándar tiene una eficiencia muy baja. Una sección transversal

típica para la dispersión Raman es aproximadamente de 11 órdenes y 8 órdenes de mag-

nitud más pequeñas que las secciones transversales típicas para la absorción en las re-

giones ultravioleta e infrarroja, respectivamente. Por lo tanto, durante muchas décadas,

la espectroscopía Raman no fue considerada una herramienta analítica útil. Por ejemplo,

para registrar los espectros Raman convencionales, usualmente se requieren concentra-

ciones analíticas mayores de 0.01 M. Sin embargo, la eficiencia de la dispersión de

Raman puede incrementarse significativamente, lo que permite la observación de los

espectros de Raman incluso para una sola molécula [31].

2.4.1 Dispersión Raman Amplificada por Superficie (SERS)

En 1977, Van Duyne et al. descubrieron el efecto SERS en electrodos de plata rugosos

lo que fue un avance importante en la espectroscopía Raman. Inicialmente, en 1974,

Fleischmann et al. observaron señales Raman enormemente mejoradas de moléculas

de piridina adsorbidas en un electrodo de plata rugosas por un método electroquímico.

Sin embargo, los autores atribuyeron las enormes señales de Raman al aumento en el
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número de moléculas adsorbidas en la superficie corrugada de los electrodos con el

área de superficie ampliada. No obstante, después de cuidadosos cálculos, Van Duyne

reconoció que la señal Raman de las moléculas adsorbidas era 105 − 106 veces más

alta que la de la piridina en masa. Llegaron a la conclusión de que la señal de Raman

anómalamente intensa no podía explicarse simplemente por el aumento de la cantidad

de moléculas adsorbidas debido al área de superficie ampliada, y en su lugar, debería

atribuirse al verdadero realce de la eficiencia de dispersión de Raman. Jeanmaire et al.

y Albrecht et al. mostraron que una mejora en la señal Raman se debía a un campo

electromagnético localizado alrededor de las nanoestructuras metálicas. Este efecto se

conoció como Superficie Amplificada por Dispersión Raman (SERS) (ver Fig. 2.13 que

muestra la diferencia entre espectroscopía Raman y técnica de SERS).

El descubrimiento de SERS provocó de inmediato un interés significativo porque la

baja sensibilidad de detección ya no era un defecto fatal para la espectroscopía Raman

superficial. Además, el SERS se puede utilizar para estudios in situ incluso en entornos

electroquímicos/acuosos con sensibilidad ultra alta y excelente resolución espectral de

manera no destructiva [32].

Figura 2.13: Esquema de la dispersión Raman vs dispersión SERS.

Los límites de detección son considerablemente más bajos (hasta 10−9 M) que los de

la dispersión Raman de resonancia [30]. La teoría clásica de la dispersión de la luz
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proporciona una comprensión cualitativa del proceso SERS. Se considera un haz de luz

incidente que induce un dipolo de oscilación µ en una partícula que reaparece o dispersa

la luz a la misma frecuencia de la oscilación del dipolo. Para el caso particular en el que

la magnitud del campo eléctrico incidente (E) no es demasiado grande, el momento

dipolar inducido se puede aproximar de la siguiente manera:

µ = αE

Donde α es la polarizabilidad de la molécula [30].

El SERS es una poderosa herramienta analítica, y ha atraído una gran atención en dife-

rentes campos, como la ciencia de los materiales, la biomedicina, el análisis y la detec-

ción de moléculas, debido a su alta sensibilidad, a la adquisición precisa de información

de huellas digitales y a la propiedad de detección no invasiva. El SERS se puede usar

para identificar y cuantificar analitos de moléculas, incluso a nivel de una sola molécula

[33]. Durante la última década, el campo SERS ha sido testigo de muchos logros, inclui-

do un estudio teórico de SERS, el desarrollo de espectrómetros Raman portátiles y de

alto rendimiento y la fabricación de sustratos SERS altamente sensibles, uniformes y re-

producibles. Estos importantes estudios proporcionan la base para muchas aplicaciones

SERS [34].

Mecanismo de mejoramiento: electromagnético y químico

Existen dos tipos principales de contribuciones a la mejora total de la señal SERS de

las moléculas adsorbidas: una mejora electromagnética a veces denominada el efecto

eléctrico en el cual la molécula experimenta grandes campos locales causados por re-

sonancias electromagnéticas cerca de la superficie de estructuras metálicas, y un efecto

químico o de transferencia de carga también conocido como el efecto molecular en el

que la polarizabilidad molecular es afectada por la interacción entre la molécula y la

superficie del metal.
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Mecanismo electromagnético

La mejora electromagnética se basa en dos mejoras principales. El primero es la mejora

del campo electromagnético incidente del láser debido a la adición del campo provocado

por la polarización de las partículas metálicas. La segunda se debe a que la molécula

irradia un campo electromagnético amplificado, que polariza aún más la partícula de

metal y de esta manera actúa como una antena para amplificar aún más la señal Raman

[30].

El mecanismo electromagnético del SERS se basa en un fenómeno conocido como el

plasmón de resonancia superficial localizado (LSPR). El LSPR es la oscilación colecti-

va de los electrones de conducción de superficie de las nanopartículas plasmónicas de

metales nobles que tienen un tamaño más pequeño en comparación con la longitud de

onda de la luz entrante. En la Fig. 2.14 se muestra un diagrama físicamente intuitivo del

LSPR.

El LSPR crea regiones de intenso campo EM alrededor de una superficie de nanopar-

tículas o una unión de la punta de la muestra, conocidas como puntos calientes, que

pueden producir factores de mejoramiento de la señal de entre 105 a 1010 [35]. Y en

general se considera que es independiente de la naturaleza de la molécula y, en general,

es responsable de la mejora del SERS [36].

Mecanismo químico o de transferencia de carga

La contribución química en contraste surge de la adsorción de la molécula en la superfi-

cie del metal, donde la transferencia de carga y los eventos resonantes dentro de la propia

molécula adsorbida juegan un papel fundamental [36]. En el mecanismo químico, se ha

modelado teóricamente que las moléculas adsorbidas en ciertos sitios de superficie (co-

mo grupos atómicos) que se acoplan electrónicamente con la superficie, lo que lleva a

un efecto de mejora similar al de la dispersión de Raman por resonancia [37].

Se han llevado a cabo numerosos estudios para dilucidar la existencia del mecanismo de

transferencia de carga. Algunos investigadores lo utilizan para explicar porque el factor
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de mejora de la primera capa de adsorbato es mucho mayor que el de las capas pos-

teriores. Básicamente, la mejora experimentada a partir de la transferencia de carga se

produce cuando las moléculas fisisorben o forman un quimio-adsorbedor directamente

sobre la superficie rugosa, formando un complejo de adsorbato-metal. Si se produce qui-

misorción, los orbitales moleculares del adsorbato se amplían mediante una interacción

con las bandas de conducción de la superficie del metal. Esto da como resultado una

transferencia de electrones y una excitación del metal al adsorbato y viceversa. Como

consecuencia, los espectros SERS de las moléculas sometidas al mecanismo químico

son significativamente diferentes del espectro Raman de las especies libres, aunque los

de las especies fisisorbidas no se cambian. El mecanismo de transferencia de carga está

restringido por su naturaleza a moléculas directamente adsorbidas en el metal, en oposi-

ción al efecto electromagnético de campo cercano, que se extiende una cierta distancia

más allá de la superficie. Por lo tanto, efectivamente opera solo en las primeras capas de

adsorbatos.

Plasmones de resonancia

Plasmónica es la ciencia para estudiar las interacciones de la materia ligera en estruc-

turas metálicas de tamaño nanométrico. El componente principal de la plasmónica es

la nanoestructura metálica, que enfoca y guía la luz hasta una distancia nanométrica,

lo que resulta en un fuerte acoplamiento entre los fotones incidentes y las oscilaciones

colectivas de electrones libres en la superficie del metal [38].

La capacidad de una partícula metálica para aumentar la fuerza local de un campo EM

se basa en sus propiedades plasmónicas. Los plasmones son la oscilación colectiva de

electrones libres de un metal que, bajo excitación a ciertas frecuencias, resuenan en el

campo óptico incidente. Estas oscilaciones pueden ocurrir por polaritones de plasmón

superficial (SPP) para superficies macroscópicas o plasmones de resonancia superficial

localizados (LSPR) para nanoestructuras.

Los LSPR concentran los campos localmente alrededor de una nanopartícula metálica.
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La nube de electrones de la partícula se mueve hacia adelante y hacia atrás con la polari-

dad oscilante del campo incidente, que se opone a la fuerza restauradora de la atracción

Coulómbica entre los electrones cargados negativamente y los núcleos positivos. Este

proceso lleva a la partícula a emitir su propio campo dipolo que mejora el campo elec-

tromagnético incidente. Las mejoras de campo se vuelven mayores cuando la radiación

incidente está más cerca de la frecuencia del LSPR que depende de las propiedades

ópticas de la nanopartícula y sus alrededores [37].

Figura 2.14: Dibujo esquemático de un plasmón de resonancia superficial localizado

[35].

El SERS sirve como una técnica de identificación ultra sensible que funciona para la

detección de una sola molécula y ha mostrado aplicaciones prometedoras en la detección

biológica y química [39].

Sustratos SERS

Un sustrato SERS de buena calidad debe proporcionar un alto factor de mejora de SERS,

debe ser uniforme, así como demostrar una alta estabilidad química. La alta reproduci-

bilidad del factor de mejora de SERS y la gran estabilidad temporal de los sustratos de

SERS son particularmente importantes para el análisis cuantitativo del material mues-

treado [31].

La mejora de la superficie se observa a partir de un número limitado de metales rugosos,
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por ejemplo, plata, oro, cobre, aluminio, litio y sodio. La intensidad de la dispersión

de los analitos adsorbidos ya no es proporcional a la frecuencia a la cuarta potencia

(v4), como en el caso del proceso Raman convencional; de hecho, la intensidad de las

bandas está relacionada con la frecuencia de la resonancia del plasmón superficial y

la frecuencia de excitación del láser. La dependencia exacta está relacionada con la

naturaleza del sustrato metálico, en particular con la identidad del metal y su rugosidad.

Desde la primera observación de SERS, se han desarrollado numerosos sustratos activos

de SERS. Se han empleado varios electrodos de metal diferentes para SERS, pero se

observó el mayor realce de la superficie de los que están hechos de plata [30].

Las nanopartículas para sustratos SERS pueden prepararse con el mismo tamaño de par-

tícula, recubrimiento de superficie y propiedades farmacocinéticas in vivo casi idénticas

[37]. Las suspensiones coloidales son atractivas como sustratos SERS, ya que la agre-

gación de partículas metálicas conduce a la formación de agregados con la rugosidad y

la morfología fractal necesaria para generar espectros Raman intensos y pueden prepa-

rarse con una alta reproducibilidad. Además, son relativamente baratos. Debido a que

se dispone de una superficie coloidal nueva y reproducible para cada análisis, es posible

un análisis SERS confiable [30].

Moskovits interpretó el origen del SERS a las resonancias de plasmones de bultos de

metal en la superficie rugosa. Se encontró que solo unos pocos metales libres de elec-

trones, principalmente metales del Grupo 1B (Cu, Ag y Au) y álcalis podrían generar

resonancia conductora óptica en el rango espectral visible [32]. El éxito del SERS de-

pende en gran medida de la interacción entre las moléculas adsorbidas y la superficie de

las nanoestructuras plasmónicas, a menudo los sustratos SERS clásicos de Au, Ag o Cu.

En general, Au y Ag se usan con mayor frecuencia como sustratos SERS porque son

materiales estables al aire, mientras que el Cu es más reactivo. Los tres metales tienen

plasmones de resonancia superficiales localizados que cubren la mayor parte del rango

de longitud de onda visible e infrarrojo cercano, donde se producen la mayoría de las

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

34



Marco Teórico

mediciones Raman, lo que también las hace más cómodas de usar [40] (ver Fig. 2.15

para observar los rangos de longitud de onda de Cu, Au y Ag).

Figura 2.15: Rangos de longitud de onda aproximados donde Ag, Au y Cu se han

caracterizado bien y se han establecido para soportar SERS [40].

Nanopartículas de plata (AgNPs)

La suspensión coloidal de plata de tamaño nanométrico son los sustratos SERS más

comunes debido a su facilidad de preparación, larga vida útil y alto factor de realce de

señal Raman que puede ser excitado desde la región espectral del ultravioleta (UV) al

infrarrojo. Uno de los coloides de plata más utilizados se prepara con la reducción del

nitrato de plata con citrato trisódico [41]. La reducción química del nitrato de plata con

citrato produce una distribución más uniforme de los tamaños de partículas (24-30 nm)

[30]. Las AgNPs de diferentes tamaños se pueden sintetizar fácilmente mediante este

último método. Este proceso de preparación química da como resultado la formación de

AgNPs con su superficie cubierta por una capa molecular de especies de citrato con car-

ga negativa que se han utilizado ampliamente para detectar analitos con carga positiva,

así como algunos iones con carga negativa [36].

Las AgNPs muestran una banda de absorción en la región UV-Vis que no está presente

en el espectro del bulto metálico. Esta banda de absorción aparece cuando la frecuencia

del fotón incidente está en resonancia con la oscilación colectiva de los electrones de

conducción. Este fenómeno se manifiesta en la enorme amplificación del campo elec-
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tromagnético en la superficie de la nanopartícula metálica, provocando la amplificación

de la señal Raman de las moléculas, adsorbidas en dicha superficie. La técnica SERS,

por su alta capacidad de amplificar la señal Raman, tiene aplicaciones en el estudio de

compuestos biológicos a concentraciones muy pequeñas, que puede ser hasta de una

molécula aislada [42].

El desarrollo de nanopartículas diagnósticas y terapéuticas para aplicaciones biomédicas

es de gran interés actual en la ciencia, la ingeniería y la medicina. La base fundamental es

que las partículas de tamaño nanométrico tienen propiedades estructurales y funcionales

que no están disponibles a partir de moléculas discretas o materiales a granel. En el

rango de tamaño de 10 a 100 nm, las nanopartículas también tienen áreas de superficie

más grandes para conjugar con múltiples agentes de diagnóstico (por ejemplo, óptico,

radio isotópico o magnético) y terapéuticos (por ejemplo, contra el cáncer y contra la

inflamación) [37].

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

36



Capítulo 3

Antecedentes

3.1 Ácido Siálico (AS)

Historia del AS

El 1957, Blix aisló una sustancia de la mucina de glándula submandibular por medio

del método de hidrólisis, lo que produjo una reacción de color púrpura con el reactivo

de Bial. Nombró la sustancia como ácido siálico. Luego, las personas obtuvieron AS

cristalino perfecto de calostro (leche producida por las glándulas mamarias de los ma-

míferos) y nido de pájaro. Con el progreso de la evolución biológica, también aumentó

la cantidad de AS in vivo, tales como peces, anfibios, reptiles, aves y otros vertebrados.

En los mamíferos, el AS se distribuye principalmente sobre el líquido cefalorraquídeo y

la mucosidad [43].

La determinación de la constitución del ácido neuramínico tomó mucho tiempo, debido

a que sólo ocurre en la naturaleza en forma de derivados de acetilo, que también se

denominan ácidos siálicos luego de una propuesta de Blix, Gottschalk y Klenk [44]. Sólo

los grupos funcionales del ácido neuramínico, es decir, un grupo carboxilo, un grupo

reductor (glucósido), un grupo amino y cinco grupos hidroxilo, se dieron a conocer

rápidamente. Se arrojó más luz sobre la química del ácido neuramínico mediante las
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primeras síntesis del ácido N-acetilneuramínico, que logró Cornforth et al. de la N-

acetilglucosamina y el ácido oxalacético (“ácido pirúvico activado”) sobre la base de la

suposición de Gottschalk de que el ácido N-acetilneuramínico es un condensado aldólico

de la N-acetilglucosamina y ácido pirúvico.

En la todavía creciente familia de ácidos siálicos con más de 40 derivados diferentes de

ácido neuramínico, el interés de la comunidad científica se dirige cada vez más hacia las

especies O-acetiladas. En las últimas dos décadas, evolucionó el hecho de que los ácidos

siálicos O-acetilados juegan un papel fundamental en el desarrollo de organismos, en la

regulación del sistema inmunitario, en los procesos de cáncer y en muchos otros eventos

biológicos y patofisiológicos [45].

Las células de animales superiores y diversos microorganismos producen ácido siálico

en un largo camino a partir de la glucosa. Todos los mamíferos, incluidos los seres

humanos, tienen la capacidad de sintetizar ácido siálico en todos los tejidos a partir de

simples precursores de azúcar. El ácido siálico es un componente importante en todas

las mucinas salivales. De hecho, el nombre de ácido siálico se deriva del griego “sialos”,

que significa saliva. Recientemente, se demostró que los bebés prematuros alimentados

con leche materna en los primeros 3 meses de vida tenían casi el doble de los niveles

de ácido siálico unido en su saliva que los bebés prematuros alimentados con leche de

fórmula [46].

Características del AS

Los ácidos siálicos son moléculas multifuncionales presentes en todos los tejidos y flui-

dos del cuerpo humano; las cantidades más altas se encuentran en la saliva humana

[47]. La saliva es el primer fluido de defensa y un biomarcador salivar importante es el

ácido siálico, es un marcador inflamatorio sistémico y un componente de glicolípidos

salivares, glicoproteínas incluyendo inmunoglobulina A (IgA) y otras proteínas inmu-

nológicas y de fase aguda [22].

El AS pertenece a una familia de ácido neuramínico (ácido 5-amino-3,5-dideoxi-D-
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glicerol-D-galacto-nonulosónico). En esta familia hay 3 principales derivados de AS,

los cuales son: Ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac), hidroxialquilo de ácido N-acetilneuramínico

(Neu5Gc) y 3-deoxi-D-glicerol-D-galacto-cetosa de nonilo (KDN). Los otros compues-

tos de AS se derivan además de estos. El AS se propaga ampliamente sobre la superficie

celular de los mamíferos, donde la superficie de los glóbulos rojos y las células endote-

liales están altamente sialiladas [43].

El término ácido siálico representa a una familia de 43 derivados naturales del ácido

neuramínico monosacárido de nueve carbonos. El ácido N-Acetilneuramínico (Neu5Ac)

es la forma más predominante del AS (ver Fig. 3.1 de la estructura del Neu5Ac) y casi la

única forma encontrada en humanos. Un grupo N-Acetil y un grupo carboxilo confieren

una carga negativa en la molécula bajo condiciones fisiológicas y la caracterizan como

un ácido orgánico fuerte [41].

Figura 3.1: Estructura química del Neu5Ac [43].

Los ácidos siálicos están presentes en todos los vertebrados como componentes ter-

minales de las cadenas oligosacáridos de mucinas, glicoproteínas y glicolípidos, se ha

reconocido que están involucrados en la regulación de una gran variedad de fenómenos

biológicos. En los seres humanos, se presentan en fluidos corporales (plasma sanguíneo,

leche materna, saliva, líquido sinovial, sudor, excreción de vesícula biliar, jugos gástri-

cos y orina) y en tejidos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas, glándulas salivales, garganta,

estómago, cuello uterino, cartílago, colón, etc.). Las concentraciones de AS en los flui-

dos corporales pueden reflejar el estatus metabólico y se reconoce como un marcador

biológico para una variedad de procesos patofisiológicos [41].
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El ácido siálico unido a las glicoproteínas de la membrana y los glicolípidos aparente-

mente entran en la circulación mediante el desprendimiento o la lisis celular. Aproxi-

madamente del 98 al 99.5 % del total de ácido siálico en suero o plasma sanguíneo está

unido a las glicoproteínas. Sólo una fracción muy pequeña de ácido siálico está unida

a los lípidos, que se encuentra principalmente en forma de gangliósidos. Los niveles

normales de ácido siálico total en suero sanguíneo están aproximadamente en el rango

de 51 a 84 mg/dl. En contraste, la contribución de la fracción lipídica pura al nivel total

de ácido siálico está apenas en el rango de 0.4 a 0.9 mg/dl [48].

Estudios en tipos de cáncer y periodontitis

El ácido siálico, es un derivado del ácido neuramínico y ha sido propuesto como marca-

dor de respuesta inflamatoria en varios desórdenes sistémicos [49]. El proceso de glico-

silación aberrante en células tumorales puede contribuir a la biosíntesis de las estructuras

de carbohidratos de tal manera que las células malignas o transformadas contengan ni-

veles de AS en la superficie. Se ha demostrado que la forma celular, el anclaje y la tasa

de crecimiento influyen en el contenido de AS de la célula.

En algunos estudios, se ha detectado que el contenido total de ácido siálico aumenta

en las células altamente metastásicas en comparación con las células no metastásicas.

Sin embargo, en otros estudios no se ha encontrado un aumento constante en el ácido

siálico celular total, pero se ha observado que las células altamente metastásicas tienen

cantidades significativamente elevadas de neuraminidasa liberable de ácido siálico y

también un mayor grado de sialilación de los grupos galactosa y N-acetilgalactosamina

en comparación con las células no metastásicas [50].

La relevancia del ácido siálico para la célula tumoral es evidente a partir de la mayor

actividad de sialilación y sialil-transferasa observada en muchas células cancerosas. La

glicosilación aberrante encontrada en las membranas de las células cancerosas se debe

presumiblemente a la activación de nuevas glicosil-transferasas que son características

de las células tumorales y están ausentes o presentes sólo en pequeñas cantidades en
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las células normales. Por lo tanto, se encuentra que una sialil-transferasa relativamente

específica está presente hasta 2.5 a 11 veces en cantidades mayores en células tumorales

cuando se compara con células control [48].

Se ha manisfestado que el aumento del AS se correlaciona positivamente con la carga

tumoral, es decir, el nivel de metástasis. Algunos hallazgos también sugieren que los

niveles de AS podrían estar elevados en pacientes con cáncer antes de la aparición de

síntomas clínicos. Además, varios informes han descrito la normalización de los niveles

de AS después del tratamiento exitoso del cáncer, habiendo una elevación subsiguiente

de los niveles de AS con reincidencia, lo que sugiere tentativamente que los niveles

de AS podrían utilizarse, cuando se combinan con otros marcadores, en el seguimiento

de respuesta al tratamiento. De hecho, diferentes mecanismos pueden subyacer a los

niveles elevados de AS en el cáncer. Las células cancerosas se asocian con una mayor

actividad de la sialil-transferasa, lo que lleva a un aumento de la cantidad de AS en la

superficie celular, lo que aumenta la concentración de AS en plasma sanguíneo [51].

La concentración de ácido siálico sanguíneo ha sido demostrada clínicamente que incre-

menta cuando se asocia a enfermedades inflamatorias tales como artritis reumatoide y

neumonía, como también en tumores malignos [24]. Una neoplasia o cáncer a menudo

tiene una mayor concentración de ácido siálico en la superficie de la célula tumoral, y

algunas de estas células eliminan o secretan sialo-glicoproteínas o sialil-glicolípidos, lo

que aumenta sus concentraciones en la sangre [52].

Se han observado mayores niveles de AS en suero sanguíneo en varios grupos de pacien-

tes que padecen carcinoma de ovario avanzado, tumores cerebrales, leucemia, cáncer de

pulmón, cáncer cervicouterino, carcinoma de hipofaringe y laringe, cánceres rectales,

intestinales grandes y bronco oncogénicos, derrame maligno, cáncer de boca, mela-

noma, estómago, mama, colorrectal, cáncer de vesícula biliar, cáncer de tiroides y de

Hodgkin, sarcoma y cáncer de endometrio [51]. También se han reportado niveles eleva-

dos de ácido siálico en sueros sanguíneos de pacientes con diversas neoplasias malignas,

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

41



Antecedentes

incluido el cáncer cervicouterino (ver Tabla 3.1) [53].

Tabla 3.1: Valores de concentración de ácido siálico en suero sanguíneo para los grupos

de NICs y CaCu.

Vivas et. al [52] 1992 Baskaran et. al [53] 2010

Grupos de estudio Concentración media de AS total (mg/dl) Concentración de AS total (mg/dl)

Control 75.5 45.83 ± 3.43

NIC 1 67.3 48.52 ± 4.26

NIC 3 79.1 52.16 ± 3.18

EC I 82.0 58.25 ± 4.12

EC III 87.7 65.76 ± 4.68

EC III 97.3 79.58 ± 6.36

EC IV 112.7

El AS es un componente importante de las glicoproteínas salivares y mejora la agrega-

ción de bacterias y participa en la formación de película adquirida y placa dental [54].

Es generalmente aceptado que el medio ambiente oral es influenciado por la composi-

ción de la saliva, tal que afecta ambos el tejido oral y la flora. Recientemente ha habido

incrementos en reportes que indican que el ácido siálico en sangre se incrementa cuando

ocurre una inflamación (ver Tabla 3.2) [24].

Tabla 3.2: Valores de concentración de ácido siálico en suero sanguíneo para los grupos

control, gingivitis y periodontitis.

Rathod et. al [55] 2014

Grupos de estudio Concentración media de AS total (mg/dl)

Control 49.75 ± 4.87

Gingivitis 65.65 ± 3.56

Periodontitis 75.98 ± 3.58

Se ha sugerido que la enzima neuraminidasa, responsable de la síntesis del ácido siálico

(ácido N-acetil neuramínico), puede desempeñar un papel en la formación de placa y

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

42



Antecedentes

en la enfermedad periodontal. La función del ácido siálico en las secreciones salivales

siempre ha generado mucho interés debido a su posible relevancia para la salud oral, por

lo que se ha encontrado que el monitoreo de la actividad del ácido siálico era importante

para extender la descripción morfológica previa de las alteraciones en la estructura del

tejido submandibular [56].

El AS está presente en varias proteínas de fase aguda que se sabe están asociadas con

la periodontitis. Existe la necesidad de biomarcadores, para la detección temprana de la

evolución de la enfermedad y para terapias más eficaces. Los niveles de ácido siálico se

incrementan en periodontitis, debido a su constituyente protector de la mucina salival

humana y la fracción de ácido siálico unido a lípidos se puede utilizar como parámetro

de diagnóstico para periodontitis [22]. Pero hasta la fecha, hay muy pocos datos con

respecto a la estimación y comparación simultáneas del contenido total de AS en saliva

y suero sanguíneo de pacientes con periodontitis crónica [55].

3.2 Saliva

Historia de los diagnósticos basados en saliva

El campo de los diagnósticos de saliva surgió a principios de 1900, a través de la eva-

luación de Michael y Kirk de muestras de saliva para identificar biomarcadores para el

reumatismo y la gota. Después de eso, Irwin Mandel, en 1967, informó sobre el au-

mento de las concentraciones de calcio en la saliva en pacientes con fibrosis quística,

enfatizando la saliva como un importante fluido de diagnóstico.

Además, Oppenheim en 1970 identificó por primera vez los componentes séricos en la

saliva. En las décadas siguientes, los diagnósticos basados en saliva aumentaron dra-

máticamente debido a los logros de los enfoques de alto rendimiento que ofrecen las

innovaciones de espectrometría de masas y la bioinformática [18].
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Composición de la saliva

La saliva es una secreción compleja proveniente de las glándulas salivales mayores en

el 93 % de su volumen y de las menores en el 7 % restante, las cuales se extienden por

todas las regiones de la boca excepto en la encía y en la porción anterior del paladar

duro. La secreción diaria oscila entre 500 y 700 ml, con un volumen medio en la boca

de 1.1 ml. Su producción está controlada por el sistema nervioso autónomo. El 99 % de

la saliva es agua mientras que el 1 % restante está constituido por moléculas orgánicas e

inorgánicas [57].

La saliva también contiene iones inorgánicos, como el bicarbonato y el fosfato, así como

los aminoácidos y la urea. Las mucinas están presentes en >15 % del contenido de pro-

teínas de la saliva. Los azúcares principales en estas mucinas son los siguientes ácidos:

ácido neuramínico (ácido siálico), N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galac-

tosa, manosa y fucosa, y estos azúcares constituyen entre el 50 % y el 90 % del peso

seco de la molécula [58].

La saliva total está compuesta principalmente de agua y otros componentes funcionales

como proteínas, enzimas, electrolitos y moléculas orgánicas más pequeñas, como se

describe en la Fig. 3.2 [18]:

Figura 3.2: La composición de la saliva.
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El rol básico de la saliva es proteger y mantener la integridad de la parte superior de la

membrana mucosa del tracto alimentario, facilitando funciones importantes [59]. Debi-

do a la presencia de un gran número de bacterias que se desprenden continuamente de

las superficies de los dientes y tejidos blandos, así como de las células epiteliales des-

prendidas, la saliva total generalmente requiere una centrifugación para proporcionar

una muestra clara [60].

Saliva como fluido para el diagnóstico o tamizaje de enfermedades

La evolución de los diagnósticos salivales dentro de las últimas dos décadas anuncia un

campo dinámico que ahora se incorpora como parte del diagnóstico de la enfermedad,

el monitoreo clínico y la toma de decisiones clínicas importantes para el manejo del

paciente y la atención general. Durante este lapso, se han registrado avances notables en

las ciencias básicas y de traducción que emplean la “ciencia de la saliva”. La saliva es

un “ultrafiltrado” de sangre y, como tal, actúa como un “espejo de la salud del cuerpo” y

ofrece muchas ventajas únicas sobre otros fluidos corporales. La mayoría de los analitos,

biomarcadores de enfermedades y medicamentos aparecen en la saliva a través de la

difusión pasiva y otros mecanismos [18].

La saliva se ha propuesto como un medio alternativo al plasma sanguíneo en el moni-

toreo de biomarcadores que pueden ser útiles en el diagnóstico de varias enfermedades

humanas, así como un elemento para monitorear la etiología de algunas patologías o

efectos de las dosis de medicamentos. La simplicidad y la manera no invasiva de su re-

colección, la correlación positiva existente entre las múltiples sustancias presentes en el

suero y la saliva, son algunas de las ventajas que ofrece este fluido como instrumento de

diagnóstico para algunas enfermedades humanas [61].

El amplio espectro de compuestos presentes en la saliva puede proporcionar informa-

ción para aplicaciones de diagnóstico clínico. La saliva es un buen medio porque su

recolección no es invasiva y el proceso de donación es relativamente libre de estrés, por

lo que se pueden realizar múltiples recolecciones sin imponer demasiada incomodidad
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al donante. La saliva es fácil de recolectar, almacenar y transportar; no requiere per-

sonal altamente capacitado; y es más seguro que el personal del hospital lo maneje en

comparación con la sangre y otros fluidos. Además, la saliva es un fluido “en tiempo

real” porque las glándulas salivales son glándulas exocrinas que producen perfiles de

proteínas indicativos del estado de salud y bienestar de un individuo en el momento de

la recolección.

Existe un riesgo mínimo de contraer infecciones durante la recolección de saliva, y la

saliva se puede usar en situaciones clínicamente difíciles, como obtener muestras de

niños o pacientes discapacitados o ansiosos, en los que la toma de muestras de sangre

podría ser un acto difícil de realizar [59]. Además, las muestras de saliva no son infec-

ciosas y pueden desecharse fácilmente con un costo mínimo o la necesidad de contener

los desechos de riesgo biológico durante el transporte. Cuando se requiere, el transporte

de muestras también es significativamente más barato, y la saliva también elimina cier-

tos “tabúes” culturales asociados con la recolección de sangre que prevalece en ciertas

culturas internacionales [18].

Hay mucha información útil sobre el cambio de componentes en la saliva cuando una

persona está enferma. Por lo tanto, definimos estos componentes cambiantes como “bio-

marcadores”. La utilización de biomarcadores como predictores tempranos de la enfer-

medad clínica no solo contribuye a la prevención y el tratamiento eficaces de las enfer-

medades, sino que también mejora la evaluación de los riesgos potenciales para la salud.

La razón por la cual la saliva se puede usar potencialmente como una muestra para el

diagnóstico es su intercambio con sustancias existentes en el suero humano.

Una de las principales ventajas de usar la saliva como medio de diagnóstico es que su

muestreo es fácil y no invasivo, eliminando así cualquier malestar y dolor asociado con

la extracción de sangre y evitando los problemas de privacidad asociados con la reco-

lección de orina. Además, en comparación con la sangre, la saliva contiene una cantidad

menor de proteínas, lo que disminuye el riesgo potencial de interferencia no específica
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e interacciones hidrostáticas. Dentro de la sangre, la concentración de proteínas puede

variar en varios órdenes de magnitud, con vidas medias de proteínas que van desde unos

pocos segundos hasta varios meses o más [62].

El marcado contraste con el proceso “invasivo” de recolección de sangre/suero de los

pacientes contra el proceso no invasivo de recolección de saliva es casi absoluto. Por

ejemplo, los pacientes que tienen fobia a los pinchazos con agujas que invariablemente

participan para la extracción de sangre accederán fácilmente a los procedimientos más

amigables para la recolección de saliva, que está en gran parte libre de maniobras ame-

nazadoras y también es compatible con una cita médica sin estrés. Además, el hecho de

que, a diferencia de la sangre, la saliva carece de capacidad de coagulación simplifica

los pasos de preservación y hace que sea más fácil de manejar.

Las ventajas de la saliva como herramienta clínica sobre el suero son: los procedimien-

tos no invasivos involucrados en la obtención de la muestra, un requisito de muestra

más pequeño (alícuota), buena psicología y cooperación con el paciente, relación costo-

efectividad en relación con la tecnología requerida, facilidad de almacenamiento y trans-

porte, mayor sensibilidad y correlación del análisis de resultados que con el del suero

sanguíneo [18].

Estudios en tipos de cáncer y periodontitis

La saliva es uno de los biofluidos que son accesibles, informativos y no invasivos, y

los contenidos de algunas especies en saliva podrían utilizarse como indicadores para

el diagnóstico de condiciones fisiológicas y biológicas, por lo tanto es ideal para los

diagnósticos de enfermedades primarias que involucran enfermedades cardiovasculares,

de tipo renal y enfermedades autoinmunes, particularmente para los tipos de cáncer (ver

Tabla 3.3) [63].
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Tabla 3.3: Valores de concentración de ácido siálico en saliva en grupos: control,

neoplasias malignas del útero, cérvix y ovario; y neoplasias malignas de pulmón.

Bel’skaya et. al [47] 2018

Grupos de estudio Concentración de AS total (mg/dl)

Control 7.546 ± 0.711

Neoplasias malignas del útero, cérvix y ovario 5.226 ± 0.927

Neoplasias malignas de pulmón 4.577 ± 0.092

La saliva podría usarse como un fluido de diagnóstico no invasivo para medir los biomar-

cadores liberados durante el inicio y progresión de la enfermedad, como las infecciones

periodontales [64]. La saliva es un líquido que se puede recolectar fácilmente, contiene

marcadores derivados local y sistemáticamente de la enfermedad periodontal y, por lo

tanto, puede ofrecer la base para una prueba diagnóstica específica del paciente para la

periodontitis (ver Tabla 3.4) [65].

Tabla 3.4: Valores de concentración de ácido siálico en saliva en grupos: control,

gingivitis y periodontitis.

Emekli-Alturfan et al. [54] 2013 Jawzali et al. [66] 2016 Rathod et al. [55] 2014

Grupos de estudio Concentración de AS total (mg/dl) Concentración de AS total (mg/dl) Concentración de AS total (mg/dl)

Control 2.89 ± 0.3 77.5 39.05 ± 6.35

Gingivitis - 97.0 68.23 ± 2.71

Periodontitis 6.95 ± 0.28 152.1 81.33 ± 3.94

Futuro del diagnóstico por medio de saliva

El análisis de saliva podría ser en un futuro una herramienta eficiente, no invasiva y ami-

gable con el paciente para el diagnóstico de cáncer. La capacidad para diagnosticar está

basada en el contacto permanente e íntimo entre la saliva y la mucosa donde el cáncer

evoluciona. Los pacientes con esta afectación tienen una alteración global de la compo-

sición salival. Los niveles salivares de azúcar total, ácido siálico enlazado a proteínas,

ácido siálico libre, sodio, calcio, imunoglobulina G, albúmina y lactato deshidrogenasa

son significativamente mayores comparados con los controles de mucosa saludable [67].
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El enfoque en el AS como un marcador tumoral se debe examinar desde la perspectiva

de la glicosilación aberrante en las membranas de las células cancerosas debido a la

activación de nuevas glicosil-transferasas que son características de las células tumorales

[48]. La determinación de AS podría ser una valiosa herramienta para monitorear la

progresión o regresión de una enfermedad durante la terapia, especialmente cuando se

combina con otros marcadores. Varios estudios sugieren que los niveles de AS podrían

usarse en el monitoreo de la respuesta al tratamiento y la recaída cuando se combinan

con otros marcadores. Será importante evaluar si la razón de los niveles elevados de

AS aumenta o disminuye la sialilación de proteínas y/o lípidos, para comprender mejor

los mecanismos biomédicos del AS en diferentes enfermedades. El desafío interesante

para el futuro es el desarrollo de técnicas de ensayo más específicas que sean fáciles

de usar, que puedan conducir a la medición de componentes individuales de AS, lo que

posiblemente lleve a la utilidad clínica de AS como biomarcador único [51].

Sería conveniente tener disponible un marcador sensible y específico para el cáncer

cervicouterino para complementar la declaración clínica y evaluar el efecto terapéutico.

Los estudios de células malignas han revelado alteraciones en las superficies celulares y

membranas en términos de ácido siálico en el contenido de glicoproteínas y glicolípidos

[52].

El futuro de los diagnósticos de saliva se basa en combinaciones de varios biomarca-

dores utilizados como herramientas de detección para mejorar la precisión y especifici-

dad del diagnóstico. Un biomarcador solo puede no ser una fuente confiable para que

los investigadores puedan definir la patogenia de la enfermedad subyacente. El uso de

combinaciones de biomarcadores puede proporcionar información diagnóstica aditiva y

potente.

Al considerar el desarrollo de una nueva prueba de diagnóstico, su utilidad se verá in-

fluenciada por la precisión, la rentabilidad y la facilidad de uso. Las pruebas de diag-

nóstico de saliva tienen el potencial de ser utilizadas dentro de un amplio espectro de

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

49



Antecedentes

aplicaciones que incluyen programas de detección basados en la población, diagnóstico

confirmatorio, estratificación del riesgo, determinación del pronóstico y monitoreo de

respuesta a la terapia. La detección de una población completa para un cierto tipo de en-

fermedad será posible en un futuro próximo mediante el uso de diagnósticos de saliva.

Cuando se utiliza la saliva como fluido de diagnóstico, es importante reducir el número

de resultados de pruebas con falsos negativos y falsos positivos, ya que estos tendrán

efectos perjudiciales en el diagnóstico y la terapia del paciente [59].
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Capítulo 4

Metas y Objetivos

4.1 Hipótesis

Existen diferencias en los niveles de ácido siálico salival en:

1. Pacientes con diagnóstico de cáncer cervicouterino invasor comparado con pa-

cientes con lesiones precancerosas.

2. Pacientes con diagnóstico de enfermedad periodontal comparado con pacientes

con gingivitis y sanos.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivos Generales

Determinar si existe una diferencia en la concentración del ácido siálico en saliva entre:

1. Mujeres diagnosticadas con cáncer cervicouterino invasor contra lesiones pre-

cancerosas.

2. Mujeres diagnosticadas con periodontitis contra gingivitis y sanas.



Metas y Objetivos

4.2.2 Objetivos Específicos

Determinar y comparar la concentración de ácido siálico en saliva en:

1. Mujeres con cáncer cervicouterino invasor y en mujeres con lesiones precance-

rosas.

2. Mujeres con periodontitis contra gingivitis y sanas.

4.2.3 Objetivos Secuendarios

Determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos del ácido siálico para eva-

luar la presencia o ausencia de cáncer cervicouterino invasor o periodontitis, así como

obtener el mejor punto de corte de los niveles de ácido siálico.

4.3 Pregunta de Investigación

¿Será la concentración de ácido siálico mayor en pacientes con (1) cáncer cervicouterino

invasor que en pacientes con lesiones precancerosas y (2) en pacientes con periodontitis

que en pacientes con gingivitis y sanas?
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Capítulo 5

Estudio, Población y Muestra

5.1 Tipo de Estudio

El tipo de estudio que se llevará a cabo será:

Estudio piloto para los grupos de estudio: CaCu y NICs.

Estudio transversal para los grupos de estudio: sano (control), gingivitis y pe-

riodontitis.

Un estudio piloto puede definirse como un “estudio pequeño para probar protocolos,

instrumentos de recolección de datos, estrategias de reclutamiento de muestras y otras

técnicas de investigación en preparación para un estudio más amplio.” Un estudio pi-

loto es una de las etapas importantes en un proyecto de investigación y se realiza para

identificar problemas potenciales y deficiencias en los instrumentos y el protocolo de

investigación antes de la implementación durante el estudio completo [68].

El estudio transversal también es conocido como encuesta de frecuencia o estudio

de prevalencia. En general, se realiza para examinar la presencia o ausencia de una

enfermedad u otro resultado de interés, en relación con la presencia o ausencia de una
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exposición, ambos hechos ocurriendo en un tiempo determinado y en una población

específica [69].

5.2 Población y Muestra

Población de los grupos de estudio: cáncer cervicouterino invasor y lesiones pre-

cancerosas

Lugares de realización:

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” por la División de Ginecología

y Obstetricia, Servicio de Ginecología y Servicio de Displasias. Se ubica en:

Av. Venustiano Carranza no. 2395 C.P. 78290 San Luis Potosí, S.L.P., México.

Hospital General de Ciudad Valles por la clínica de Colposcopía. Se ubica en:

Carretera México-Laredo km 7 Esq. Ángel Oliva, Fracc. Oxitipa C.P. 79090

Ciudad Valles, San Luis Potosí, S.L.P., México.

CIACYT-UASLP (Coordinación para la Innovación y Aplicación de la Ciencia

y la Tecnología) en el área de CARIEM (Centro de Aplicación de la Radiación

Infrarroja, Energías Alternativas y Materiales) en el Laboratorio de Nanotecno-

logía Aplicada. Se ubica en: Av. Sierra Leona #550, Col. Lomas 2a. Sección,

C.P. 78210 San Luis Potosí, S.L.P., México.

Muestra

Universo de estudio:

Pacientes del servicio de Ginecología y Obstetricia del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto”, que acuden con diagnóstico de cáncer cervicouterino

invasor y lesiones precancerosas.
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Pacientes de la clínica de displasias del Hospital General de Ciudad Valles, que

acuden con diagnóstico de cáncer cervicouterino invasor y lesiones precance-

rosas.

Criterios de selección:

Inclusión:

• Sin tratamiento previo: Cuando un paciente no ha recibido ningún trata-

miento previo, como ejemplo: quimioterapia, radioterapia, etc.

• Todos los estadios clínicos: 0, IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB, IVA y IVB.

• Pacientes con estudio histopatológico con patología benigna (NIC1, NIC2/3)

o cáncer cervicouterino invasor.

Exclusión:

• Segunda neoplasia primaria.

Cuadros de variables para los grupos de estudio: NICs y CaCu

Figura 5.1: Cuadro de variables para los grupos de estudio: NICs y CaCu.

**Variable dependiente: Es el factor que el investigador observa o mide para determi-

nar el efecto de la variable independiente o variable causa. Es la variable respuesta o
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variable salida. En términos comportamentales, esta variable es el comportamiento re-

sultante de un organismo que ha sido estimulado. Es el factor que aparece, desaparece,

varía, etc., como consecuencia de la manipulación que el investigador hace de la variable

independiente.

***Variable independiente: Es la variable que el investigador mide, manipula o selec-

ciona para determinar su relación con fenómenos observados. Esta variable es conocida

también como variable estímulo. Puede tener su origen en el sujeto o en el entorno del

sujeto. Es la variable que el investigador manipula para ver los efectos que produce en

otra variable [70].

Población de los grupos de estudio: sano (control), gingivitis y periodontitis

Lugares de realización:

Facultad de Estomatología de la Universidad Autónoma de San Luis Potosí

(UASLP). Se ubica en: Av. Dr. Manuel Nava No. 2, Zona Universitaria, C.P.

78290, San Luis Potosí, S.L.P., México.

CIACYT-UASLP (Coordinación para la Innovación y Aplicación de la Ciencia

y la Tecnología) en el área de CARIEM (Centro de Aplicación de la Radiación

Infrarroja, Energías Alternativas y Materiales) en el Laboratorio de Nanotecno-

logía Aplicada. Se ubica en: Av. Sierra Leona #550, Col. Lomas 2a. Sección,

C.P. 78210 San Luis Potosí, S.L.P., México.

Muestra

Universo de estudio:

Pacientes de la clínica de periodoncia de la Facultad de Estomatología de la

Universidad Autónoma de San Luis Potosí.

Criterios de selección:
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Inclusión:

• Pacientes de género femenino de 30 a 60 años, sin enfermedades sistémi-

cas, con o sin gingivitis, con o sin periodontitis y que aceptaron participar

en el estudio.

Exclusión:

• Pacientes con terapia antibiótica en los tres meses anteriores, con trata-

miento previo de enfermedad periodontal, consumo de antiinflamatorios

y corticosteroides en los tres meses anteriores, embarazadas y lactantes,

fumadores, pacientes con patologías genéticas evidentes y pacientes edén-

tulos.

Cuadro de variables para los grupos de estudio: sano, gingivitis y periodontitis

Figura 5.2: Cuadro de variables para los grupos de estudio: sano, gingivitis y

periodontitis.

5.3 Plan de Trabajo

Planteamiento del proyecto con los pacientes: Se invitó a participar a todas las pa-

cientes de la consulta externa de Ginecología (caso del Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto”) y consulta de la clínica de Colposcopía (caso del Hospital General

de Ciudad Valles) que tengan diagnóstico de cáncer cervicouterino invasor y lesiones
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precancerosas. Así como también a los pacientes de la consulta de Periodoncia de la

Facultad de Estomatología de la Universidad Autónoma de San Luis Potosí.

Se les explica las generalidades del proyecto tanto como el señalamiento de que es una

investigación de bajo riesgo y que en caso de no querer participar o no continuar en la

investigación podrán abandonar en cualquier momento el estudio.

A las pacientes que acepten, firmarán el consentimiento informado, se les explica el tipo

de muestras que se requieren, que información se obtendrá de ellas y la interpretación

de resultados que recibirán al finalizar el estudio. Como también les solicitamos su au-

torización para poder revisar su expediente clínico y recabar información necesaria en

un cuestionario para completar esta investigación, como la edad, peso, padecimiento de

alguna enfermedad, toma de medicamentos, si fuma o consume otro tipo de drogas, los

datos referentes a los estudios que se le han realizado, los análisis de laboratorio y/o las

cirugías que se le harán de ser necesario, como parte de su diagnóstico y tratamiento.

Recolección de la muestra: Se requiere de un proceso de higiene bucal el cual consta

de un cepillado de dientes, seguido de un enjuague bucal, para lo cual se proporcionará

un cepillo, pasta y enjuague bucal sin ningún costo para cada paciente. El uso de los

productos para el aseo bucal no afecta los componentes de la muestra de saliva, sólo

ayuda a una eliminación de restos de comida. Posterior a la limpieza se proporcionará

un vial de plástico, estéril y etiquetado en el cual la paciente depositará la cantidad de 0.5

hasta 1.5 ml de saliva. Posterior a la recolección, se transportará a temperatura ambiente

y finalmente se mantendrá la muestra en refrigeración a 4◦C hasta que se realice la

medición de ácido siálico y podrá almacenarse hasta 1 mes a partir de la recolección.

Procesamiento de la muestra: Se transportará en una hielera, manteniendo la tem-

peratura previamente descrita, al CIACYT-UASLP donde se centrifugará a 6000 rpm

(revoluciones por minuto) y posteriormente se obtendrá el sobrenadante de la muestra,

una vez obtenido el sobrenadante pasará a mezclarse con nanopartículas de plata (estas

nanopartículas a su vez pasarán por un baño ultrasónico para asegurar que la solución
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sea homogénea y las partículas tengan una adecuada dispersión).

Medición del ácido siálico: Se mide el ácido siálico comercial con partículas de plata en

diversas concentraciones en mg/dl para calibrar la medición. Posteriormente se realiza

la medición de las muestras obtenidas. Se obtiene una señal Raman que se interpreta

y compara mediante el programa OriginPro obteniendo las concentraciones de cada

muestra.

Los resultados obtenidos serán entregados de manera personal en sobre cerrado y respe-

tando la confidencialidad de cada participante.

5.4 Aspectos Éticos

El presente protocolo se sometió y aprobó por el Comité de Ética en Investigación del

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” y por el Comité de Ética e Investigación

para la Salud del Hospital General de Ciudad Valles, como también por el Comité de

Ética en Investigación de la Universidad Autónoma de San Luis Potosí para el caso de

la Facultad de Estomatología.

El cuestionario y la toma de muestra que se realizaron se consideran de riesgo menor

por lo que no transgreden las normas de la conferencia de Helsinki de 1964 y su revisión

de 2013.

Se obtuvo el consentimiento de los pacientes por escrito a través de un documento en

donde se especifica el objetivo del estudio, los métodos y las técnicas utilizadas. A cada

una de las pacientes se les explica en qué consiste el estudio y las encuestas utilizadas,

dejándoles claro que el que participen o no es voluntario y no influye en el manejo de

su enfermedad. Posteriormente, se les pide que lean el consentimiento informado y una

vez que hayan resuelto cualquier duda al respecto se les pide que firmen el documento.

Se asegura la confidencialidad de los datos obtenidos.

Debido a que se realizan estudios en humanos, este estudio se apegó a lo que se conside-
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ra y concierne a la Ley General de Salud de México en cuyo título noveno en el capítulo

de “Derechos y Obligaciones de los beneficiarios” en el Artículo 77 bis 37 en el apartado

IX, se señala que: “Otorgar o no su consentimiento válidamente informado y a rechazar

tratamientos y procedimientos”, en el título quinto capítulo único, “Investigación para la

salud” en el artículo 100, referente a la investigación en seres humanos, en los apartados

III y IV, se señala que “podrá efectuarse solo cuando exista una razonable seguridad

de que no expone a riesgos ni daños innecesarios al sujeto en experimentación” y que

“se deberá contar con el consentimiento por escrito del sujeto en quien se realizará la

investigación, o de su representante legal en caso de incapacidad legal de él mismo,

una vez enterado de los objetivos de la experimentación y de las posibles consecuencias

positivas o negativas para su salud” [71].

Lo anterior coincide con lo dispuesto en la Ley de Salud del Estado de San Luis Potosí,

en el artículo 84, fracciones III “Podrá efectuarse solo cuando exista una razonable se-

guridad de que no expone a riesgos, ni daños innecesarios al sujeto en experimentación”

[72].

La carta de consentimiento informado fue diseñada conforme a los lineamientos esta-

blecidos en la siguiente normatividad:

1. Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012. Que establece los criterios pa-

ra la ejecución de proyectos de investigación para la salud en seres humanos

[73].

2. Norma Oficial Mexicana NOM-013-SSA2-1994. Para la prevención y control

de enfermedades bucales, en título siete “Prevención de enfermedades bucales”

en el apartado 7.3.2.6 que señala que “todos los desechos punzocortantes, po-

tencialmente contaminados con sangre o saliva deben colocarse en recipientes

desechables, rígidos, de propileno resistente a fracturas y pérdida de contenidos

al caerse” [74].
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Capítulo 6

Materiales y Metodología

6.1 Materiales y Equipo

Materiales Nitrato de plata (AgNO3, 99.99 %) y citrato trisódico dihidratado (C6H5Na3O7∗

2H2O) de la marca Sigma Aldrich. Se utilizó agua desionizada. La solución de citrato

trisódico utilizada en la síntesis fue preparada justo antes de utilizarse.

Equipo

Equipo Zetasizer Nano marca Malvern Panalytical modelo ZS90 empleando

las celdas S90/ZS90 y DTS1070.

Espectrómetro USB-650 Red Tide modelo USB-650-UV-VIS con el uso del

software Ocean Optics SpectraSuite y la celda Ultra micro-cell.

Microscopio Electrónico de Barrido SEM marca FEI modelo Inspect 150.

Espectrómetro Raman Horiba Jobin Yvon XploRA ONE acoplado a un micros-

copio óptico Olympus BX4.

Bomba de vacío.

Vortex Genie 2 marca Scientific Industries.
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Centrífuga DMA0412 marca DIAB.

Mini centrífuga marca Thomas Scientific.

6.2 Metodología Parte I: Síntesis y Caracterización de

Nanopartículas de Plata

6.2.1 Síntesis de Nanopartículas de Plata (AgNPs)

Empleando el método de Turkevich [75] se prepararon 10 ml de nitrato de plata (AgNO3)

en solución acuosa a 2.5 mM en un vial de vidrio. La reacción se llevó a cabo inicial-

mente a temperatura ambiente y a constante agitación utilizando una barra magnética.

Posteriormente fue calentada a 95◦C y justo cuando se presentó el punto de ebullición

se agregó 10 ml de citrato trisódico (C6H5Na3O7 ∗ 2H2O) en solución a 2.5mM. Se tu-

vo un control de la temperatura utilizando un termopar [76]. El mecanismo de reacción

puede ser expresado como sigue:

4Ag+ + C6H5O7Na3 + 2H2O →

4Ag0 + C6H5O7H3 + 3Na+ + H+ + O2 ↑

El color de la solución de reacción cambió de incoloro pasando por amarillo y terminan-

do en un color grisáceo que indica la presencia de nanopartículas de plata. La solución

de partículas obtenida fue filtrada empleando papel Whatman no. 1 de 42.5 mm y bomba

de vacío. Finalmente, las partículas filtradas se lavaron utilizando un volumen de 10 ml y

se centrifugaron por 3 minutos a 4500 rpm en centrífuga DMA0412 marca DIAB. Des-

pués se retiró el sobrenadante y se agregó agua desionizada para centrifugar nuevamente

bajo las mismas condiciones (ver Fig. 6.1).
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Figura 6.1: Nanopartículas de plata.

6.2.2 Caracterización de Nanopartículas de Plata (AgNPs)

6.2.2.1 Dispersión de Luz Dinámica (DLS)

La dispersión dinámica de la luz es una técnica para medir el tamaño de las partículas

típicamente en la subregión micro. El equipo DLS mide el movimiento browniano y lo

relaciona con el tamaño de las partículas. El movimiento browniano es el movimiento

aleatorio de partículas debido al bombardeo de las moléculas de disolvente que las ro-

dean. Normalmente DLS se ocupa de la medición de partículas suspendidas dentro de

un líquido.

Cuanto más grande sea la partícula, más lento será el movimiento browniano. Las partí-

culas más pequeñas son “expulsadas” por las moléculas del disolvente y se mueven más

rápidamente. Y para DLS es necesaria una temperatura conocida con precisión, ya que

se requiere el conocimiento de la viscosidad (porque la viscosidad de un líquido está

relacionada con su temperatura).

El tamaño de una partícula se calcula a partir del coeficiente de difusión traslacional

mediante el uso de la ecuación de Stokes-Einstein:

d(H) = kT
3πηD

Donde: d(H) es el diámetro hidrodinámico, D es el coeficiente de difusión translacio-

nal, k es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y η es la viscosidad. Se
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debe hacer mención que el diámetro medido en DLS es el valor referido a como una

partícula se difunde dentro de un fluido que es referido como diámetro hidrodinámico.

El diámetro que es obtenido por esta técnica es el diámetro de una esfera que tiene el

mismo coeficiente de difusión translacional que la partícula [77].

Las AgNPs fueron caracterizadas por medio de un equipo DLS Zetasizer Nano mar-

ca Malvern Panalytical modelo ZS90 con las siguientes características: temperatura a

25◦C, láser estándar de 633 nm y a 4mW de potencia para medir su tamaño promedio

y potencial zeta. Para el tamaño de las partículas y potencial zeta se empleó una celda

S90/ZS90 y DTS1070 respectivamente. Todas las mediciones fueron realizadas en mo-

do automático por triplicado. Para ambas mediciones se utilizó agua desionizada como

dispersante y se realizó la medición a temperatura ambiente.

Figura 6.2: Gráfico de medición de tamaño por DLS de AgNPs.

La Fig. 6.2 muestra la distribución de tamaño de las AgNPs cuasi-esféricas en las que

se realizaron tres mediciones con una duración de 70 segundos en las cuales se obtuvo

un índice de polidispersidad de 0.7, el cual es una medida adimensional de la amplitud

de la distribución del tamaño, con valores de 0 a 1, donde los valores superiores a 1

indican que la distribución de tamaños en la muestra es tan polidispersa que puede no

ser adecuada para la medición por DLS. Los tamaños de las AgNPs oscilan entre 90.10

y 11 nm mostrando una intensidad de 67.8 y 32.2 %, respectivamente.
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También se hicieron mediciones correspondientes al potencial zeta que es una propie-

dad física en la cual las cargas superficiales neta de las nanopartículas cuando están en

una solución son repelidas unas de otras produciendo una repulsión Coulómbica, di-

cha repulsión entre las cargas de las nanopartículas da lugar a que las partículas no se

aglomeren. El criterio de estabilidad de NPs se encuentra con valores de potencial zeta

superiores a +30mV e inferiores a -30mV [78].

La Fig. 6.3 muestra la distribución de potencial zeta de las AgNPs cuasi esféricas en las

que se realizaron cien mediciones y de las cuales se obtuvo valores de -41.3 mV con una

conductividad de 0.105 (mS/cm). Por lo tanto, se concluye que estas nanopartículas son

estables en solución acuosa.

Figura 6.3: Gráfico de medición de potencial zeta por DLS de AgNPs.

6.2.2.2 Espectroscopía de Transmisión Óptica

Los espectrómetros de transmisión óptica que miden en la región UV-visible pueden

usarse para medir la absorbancia de luz ultravioleta o visible de una muestra, ya sea

a una sola longitud de onda o realizar una exploración en un rango en el espectro. La

región UV abarca de 190-400 nm y la región visible abarca de 400-800 nm. Esta técnica

se puede usar tanto cuantitativamente como cualitativamente. El esquema de la Fig. 6.4

muestra el esquema de un espectrómetro UV-Vis.
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Figura 6.4: Esquema de un espectrómetro UV-Vis [79].

La fuente de luz (una combinación de lámparas de tungsteno/halógeno y deuterio) pro-

porciona la radiación ultravioleta cercana y visible que cubre los 200-800 nm. La salida

de la fuente de luz se enfoca en la rejilla de difracción que divide la luz entrante en

sus componentes de colores de diferentes longitudes de onda, como un prisma, pero de

manera más eficiente.

Para líquidos, la muestra se mantiene en un recipiente transparente y ópticamente plano

llamado celda o cubeta. La celda o cubeta de referencia contiene el solvente en el cual

se disuelve la muestra y esto se conoce comúnmente como el blanco. Para cada longitud

de onda, se mide la intensidad de la luz que pasa a través de una celda de referencia (I0)

y la celda de muestra (I). Si I es menor que I0, entonces la muestra ha absorbido algo de

luz.

La absorbancia (A) de una muestra está relacionada con I y I0 de acuerdo con la siguien-

te ecuación:

A = log10
I0
I

El detector convierte la luz entrante en una corriente, cuánto más alta es la corriente,

mayor es la intensidad. El registrador de gráficos generalmente grafica la absorbancia

contra la longitud de onda (nm) en la sección visible y UV del espectro electromagnético

[79].
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Para la obtención del espectro de absorbancia óptica se utilizó el espectrómetro USB-

650 Red Tide modelo USB-650-UV-VIS en el rango 200-800 nm además del software

Ocean Optics SpectraSuite y OriginPro. Se empleó un tiempo de integración de 26ms,

un promedio de 10 exploraciones y la celda Ultra micro-cell.

El espectro UV-Vis (Ver Fig. 6.5) confirma la formación de AgNPs preparadas en líquido

por el método de reducción química. Este espectro muestra una banda de absorción

con un máximo localizado en 428 nm, sugerido por las características del plasmón de

resonancia superficial de las AgNPs. La repulsión electrostática entre las AgNPs toma

lugar tal que cada nanopartícula está rodeada por moléculas de citrato y en la cual una

carga negativa es generada. La absorbancia a 428 nm fue de 1.08.

Figura 6.5: Espectro de Transmisión Óptica en la región UV-Vis de AgNPs.

6.2.2.3 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)

El microscopio electrónico de barrido (SEM) se utiliza para la observación de superfi-

cies de muestras. Cuando el espécimen se irradia con un haz de electrones fino (llamado

fuente de electrones), los electrones secundarios se emiten desde la superficie del espé-

cimen. La topografía de la superficie se puede observar mediante el escaneo bidimen-

sional de la sonda de electrones sobre la adquisición de la superficie de una imagen de

los electrones secundarios detectados.
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El SEM requiere un sistema óptico de electrones para producir una sonda de electrones,

un lugar para colocar la muestra, un detector de electrones secundarios para recolectar

electrones secundarios, una unidad de visualización de imágenes y un sistema operativo

para realizar varias operaciones. El sistema óptico de electrones consta de una fuente

de electrones, un lente condensador y una lente de objetivo para producir una sonda

de electrones, una bobina de exploración para escanear la sonda de electrones y otros

componentes. El sistema óptico electrónico (dentro de la columna del microscopio) y el

espacio que rodea la muestra se mantienen al vacío (ver Fig. 6.6) [80].

Figura 6.6: Construcción básica de un SEM [80].

Las nanoestructuras metálicas de Ag fueron caracterizadas por medio de un Microscopio

Electrónico de Barrido (SEM) marca FEI modelo Inspect 150 con magnificaciones que

van desde 6000 - 300 000x y con una resolución de haz de electrones de 30 kV a alto

vacío. La Fig. 6.7 muestra la micrografía SEM de AgNPs a una concentración de 2.5

mM, donde se aprecia la morfología cuasi esférica de las partículas.
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Figura 6.7: Micrografía SEM de AgNPs a 2.5 mM.

6.3 Metodología Parte II: Espectroscopía RAMAN-SERS

6.3.1 Calibración de Ácido Siálico

Las mediciones de RAMAN se llevaron a cabo en un espectrómetro Raman Horiba

Jobin Yvon XploRA ONE acoplado a un microscopio óptico Olympus BX4, utilizan-

do un rango de 800-1800nm, 20s de tiempo de adquisición 2 acumulaciones, rejilla de

1800gr/mm, abertura de 100µm, una fuente de láser verde a 532 nm. El haz del láser

fue enfocado en el centro sobre la muestra con objetivo 10x. Las muestras fueron depo-

sitadas sobre una placa de aluminio en pozos con una capacidad de aproximadamente

100 µl (Ver Fig. 6.8, los pozos están numerados en orden del 1 al 12). Para la técnica de

SERS se empleó una relación 2:1 (AS: AgNPs), esto es, 50µl AS y 25µl de AgNPs para

cada pozo, en el caso de la curva de calibración; para las muestras de saliva se utilizaron

50µl de saliva y 25µl de AgNPs en cada pozo. La fluorescencia fue removida con el

software Vancouver Raman Algorithm, para posteriormente graficar con la ayuda del

software OriginPro 2016. Se prepararon soluciones de AS a distintas concentraciones:

1, 5, 10, 15, 20, 50, 100 y 200 mg/dl para la curva de calibración.
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Figura 6.8: Sustrato de aluminio para la medición Raman-SERS.

Se llevó a cabo la medición de los espectros Raman y SERS que aparecen en la Fig. 6.9,

dichos espectros muestran el espectro Raman del ácido siálico medido en sólido (línea

azul), se aprecian las bandas Raman más significativas en 843, 940, 997, 1109, 1141,

1254, 1369, 1654 y 1723 cm-1, el espectro del ácido siálico en solución a 200 mg/dl

(línea verde) y finalmente el espectro SERS que contiene el ácido siálico a 200 mg/dl y

nanopartículas de plata (AgNPs) a 2.5 mM (línea roja) con las bandas SERS más sig-

nificativas en 910, 1171 y 1365 cm-1 (solo son las 3 primeras), como se distingue en

este último espectro la intensidad de la señal SERS (línea roja) es superior en 3 órde-

nes de magnitud al espectro Raman del AS sólido (línea azul), lo que comprueba que

la técnica SERS es efectiva (línea roja) y por lo tanto, amplifica la señal con la ayuda

de las nanopartículas de plata, mientras tanto el espectro de la solución de AS (línea

verde) a 200 mg/dl no aporta ninguna información relevante debido a que su dispersante

es agua desionizada y la señal Raman pudo llenarse de ruido. Cabe destacar que estas

mediciones se realizaron con la disolución de AS a 200 mg/dl, como ya se había men-

cionado anteriormente, dicha disolución es la mayor de todas, ya que se trabajó con las

siguientes disoluciones: 1, 5, 10, 15, 20, 50, 100 y 200 mg/dl como señala la Fig. 6.10

que muestra todos los espectros SERS de todas las disoluciones del AS comercial, todos

estos espectros se midieron cada día que se realizaban las mediciones de las muestras

de saliva de todos los grupos de estudio mencionados anteriormente. En esta figura se

puede distinguir de abajo hacia arriba las concentraciones de AS comercial con AgNPs
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de menor a mayor concentración, las bandas SERS más significativas se encuentran en

907, 1174 y 1365 cm−1 que se encuentran en el eje X, mientras que en el eje Y se puede

apreciar que la intensidad Raman aumenta conforme se aumenta la concentración de

AS, lo que sugiere que la técnica SERS es práctica para la medición de analitos a bajas

concentraciones, tal es el caso de 1 mg/dl.

Figura 6.9: Espectros Raman del AS sólido y en solución a 200 mg/dl, y espectro

SERS del AS+AgNPs.
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Figura 6.10: Curva de calibración del AS+AgNPs a diferentes disoluciones.

La reproducibilidad de la técnica SERS se puede apreciar en la Fig. 6.11 que muestran

3 curvas de calibración obtenidas en diferentes días de medición, la primera curva de

calibración se obtuvo el 22/08/18 con las bandas SERS más significativas en 907, 1174 y

1369 cm−1, la segunda curva de calibración se obtuvo el 10/10/18 con las bandas SERS

más significativas en 910, 1174 y 1367 cm−1 y la última curva de calibración se obtuvo

el 21/11/18 con las bandas SERS más significativas en 910, 1173 y 1371 cm−1, dichas

mediciones se hicieron tanto diurnas como nocturnas (en este último caso tarde-noche)

y se siguen obteniendo las mismas bandas de resonancia características del AS con un

corrimiento de±5 cm−1 y un factor de realce que oscila entre 103−104, lo cual lo hace

una técnica muy eficiente y por consiguiente reproducible, en cuanto a la intensidad de

las señales obtenidas varía de día a día, pero en la mayoría de los casos se mantiene que

la intensidad Raman se intensifica conforme se incrementa la concentración de AS a la

medición.
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Figura 6.11: Curvas de calibración.

A Curva de calibración de AS a diferentes concentraciones del 22/08/18.

B Curva de calibración de AS a diferentes concentraciones del 10/10/18.

C Curva de calibración de AS a diferentes concentraciones del 21/11/18.

Al analizar la molécula del AS a fondo, en 2014 Vinogradova et. al [41] muestra la

asignación a los modos vibracionales tanto Raman como SERS experimental que obtuvo

al trabajar con Neu5Ac y AgNPs, aparecen en la Fig. 6.12.
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Figura 6.12: Números de onda y asignación a los modos vibracionales de las bandas

Raman y SERS experimental del Neu5Ac [41].

Nota: δ, tijereteo, γ, aleteo, ν, estiramiento, ρ , balanceo, τ , torsión. Líneas de in-

tensidad Raman: md= muy débil, d= débil, m=medio, f=fuerte, mf= muy fuerte,

h= hombro. *Asignación basada en los cálculos de la Teoría de Funciones de la

densidad (DFT, por sus siglás en inglés) [41].

Respecto a la asignación de los modos vibracionales del Neu5Ac presentados en la Fig.

6.12, en las moléculas poliatómicas pueden distinguirse dos categorías básicas de vibra-

ciones: de tensión y de flexión. Una vibración de tensión supone un cambio continuo en

la distancia interatómica a lo largo del eje del enlace entre dos átomos. Las vibraciones

de flexión se caracterizan por un cambio en el ángulo entre dos enlaces, se clasifican en

cuatro tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsión, como se muestra a continuación en la
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Fig. 6.13 [81].

Figura 6.13: Modos vibracionales de las moléculas.

Las bandas más características del Neu5Ac en el modo SERS experimental del artículo

de Vinogradova et al. son 1001, 1237 y 1391 cm−1 y están atribuidos al anillo de pi-

ranosa, grupo acetamida y grupos carboxilos, respectivamente, mientras que las bandas

en 1559 y 1585 cm−1 se asignaron a los iones de citrato residuales.

En la Fig. 6.14 se hace una comparativa entre los modos vibracionales del Neu5Ac

revisados en la literatura y que corresponden al trabajo hecho por Vinogradova et al. y

los modos vibracionales experimentados en este proyecto. Se llevó a cabo la respectiva

medición de espectroscopía Raman, como ya se había mencionado con anterioridad,

que corresponde al espectro en línea azul de la Fig. 6.9 y la línea roja de la misma figura

que corresponde al espectro SERS, de este último se recopiló los modos vibracionales

más significativos que son 907, 1174 y 1369 cm−1 que corresponden a un aleteo axial

del enlace C-H más una torsión en el anillo del enlace CH2, torsión del enlace CH2 y

estiramiento del enlace C-C, respectivamente para los modos vibracionales.
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Figura 6.14: Comparación de los modos vibracionales Raman y SERS de Vinogradova

et al. y Hernández-Cedillo.

Nota: δ, tijereteo, γ, aleteo, ν, estiramiento, ρ , balanceo, τ , torsión. Líneas de in-

tensidad Raman: md= muy débil, d= débil, m=medio, f=fuerte, mf= muy fuerte, h=

hombro.

6.3.2 Muestras de Saliva

Para la medición de las muestras de saliva, se llevó a cabo una centrifugación a 6000 rpm

(revoluciones por minuto) y posteriormente se obtuvo un sobrenadante de la muestra que

fue separado del precipitado, una vez que se obtuvo el sobrenadante pasó a mezclarse

con AgNPs, las muestras se colocaron en los pozos de un sustrato de aluminio (Fig. 6.8)

en una relación 2:1 (AS: AgNPs), esto es 50µL de saliva y 25µl de AgNPs en cada pozo.

La fluorescencia fue removida con el software Vancouver Raman Algorithm, para pos-

teriormente graficar con la ayuda del software OriginPro 2016 y se obtuvo el siguiente

espectro (ver Fig. 6.15), se observan los espectros de las pacientes numeradas del 1 al 4

(las pacientes son numeradas para evitar mencionar sus nombres por cuestiones éticas),

las pacientes 1 y 2 corresponden a mujeres diagnosticadas con lesiones precancerosas

o precancerosas (línea verde) y las pacientes 3 y 4 a mujeres diagnosticadas con cáncer

cervicouterino (línea roja), también se muestran los espectros del ácido siálico comercial

(línea azul) de la menor (1 mg/dl) y de la mayor (200 mg/dl) concentración, se puede
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observar que los espectros de las pacientes muestran modos vibracionales significativos

en 907, 1174 y 1369 cm−1, por lo que se demuestra que pueden detectarse los modos

vibracionales del ácido siálico en las muestras de saliva de pacientes con afecciones co-

mo el cáncer cervicouterino y lesiones precancerosas; también cabe mencionar que la

intensidad de la señal SERS es mayor en las pacientes de CaCu que en las pacientes con

NICs y que se verá reflejado en los resultados de las concentraciones obtenidas.

Figura 6.15: Espectros SERS de disoluciones de AS (1 y 200 mg/dl) y de pacientes

diagnosticadas con NICs (P1 y P2) y CaCu (P3 yP4).

6.4 Metodología Parte III: Análisis Estadístico y de Diagnóstico

Para el análisis estadístico se utilizó el software Vancouver Raman Algorithm el cual es

un algoritmo para la eliminación automática de la fluorescencia en espectros Raman

derivados de muestras biológicas. Después, se utilizó el software OriginPro8.6 para

identificar las tres bandas más características 907, 1174 y 1369 cm−1 de la curva de

calibración para determinar la concentración de ácido siálico mediante un ajuste a la
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curva utilizando la función logarítmica mediante la siguiente ecuación:

y = a− b ∗ ln(x + c)

Donde a, b y c son los parámetros de ajuste a la función logarítmica. Se obtuvo un

grado de correlación superior a 0.9, como puede observase en las Figs. 6.16-6.18, lo que

indica una precisión en la determinación de las concentraciones de AS tanto en la curva

de calibración como posteriormente en las muestras de saliva de los grupos estudiados.

Figura 6.16: Ajuste a la función logarítmica del modo vibracional 907 cm−1 del AS.
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Figura 6.17: Ajuste a la función logarítmica del modo vibracional 1174 cm−1 del AS.

Figura 6.18: Ajuste a la función logarítmica del modo vibracional 1369 cm−1 del AS.

Una vez que se obtuvo la curva de calibración y posterior a este paso se obtuvieron las

concentraciones de AS para todos los grupos de pacientes con las diferentes afecciones

de las que se discutirá en el siguiente capítulo.
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También se utilizaron diferentes pruebas estadísticas para el análisis de resultados como

son:

Prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk:

La prueba de Shapiro-Wilk es una de las pruebas más populares para las pruebas de

normalidad de un conjunto de datos experimentales, se considera una de las pruebas más

potentes y se basa en la correlación entre las observaciones dadas y las puntuaciones

normales asociadas. La prueba de Shapiro-Wilk fue publicada por Shapiro y Wilk en

1965. La ecuación de la prueba es la siguiente:

W = (Σaiyi)
2

Σ(y−ȳ)2

Donde yi es el número que ocupa la i-ésima posición en la muestra (con la muestra or-

denada de menor a mayor), ai es el i-ésimo valor esperado de las estadísticas de orden

normalizadas. Para observaciones distribuidas de forma independiente e idéntica, el va-

lor de ai puede obtenerse de la tabla presentada por Shapiro y Wilk para tamaños de

muestra de hasta 50. W puede expresarse como un cuadrado del coeficiente de correla-

ción entre ai y yi. Por lo tanto, W es invariante en cuanto a ubicación y escala, y siempre

es menor o igual a 1 [82].

Respecto al procedimiento para la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, la hipótesis

nula (H0) y alternativa (H1) se expresan de la siguiente manera [83]:

H0: Los datos no siguen una distribución normal.

H1: Los datos siguen una distribución normal.

En un gráfico de yi contra ai, una línea recta exacta llevaría a W muy cerca de 1. Enton-

ces, si W es significativamente menor que 1, la hipótesis nula será rechazada. Aunque

la prueba Shapiro-Wilk W es muy popular, depende de la disponibilidad de los valores

de ai, y para casos de muestra grandes, su cálculo puede ser mucho más complicado.

Shapiro y Francia (1972), Weisberg y Bingham (1975) y Royston (1982) han sugerido

algunas modificaciones menores a la prueba W [82].
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Prueba de comparación de Bonferroni

Nombrado en honor al matemático italiano Carlo Emilio Bonferroni (1892-1960), pero

primero atribuido a Olive Jean Dunn, la corrección de Bonferroni compensa las compa-

raciones múltiples dividiendo el nivel de significación por el número de comparaciones.

El nivel de significación es la probabilidad de que una prueba dada encuentre incorrecta-

mente una diferencia en la muestra que no está presente en la población (falso positivo).

La corrección de Bonferroni se ajusta para esto al dividir el nivel de significación por el

número de pruebas. Esta técnica ha sido criticada por ser demasiado conservadora, par-

ticularmente cuando se usa una gran cantidad de pruebas, y puede aumentar el riesgo de

un falso negativo. Otras pruebas, como el método de Tukey-Kramer y Scheffe, pueden

reducir este riesgo [84].

Además de lo mencionado anteriormente se utilizaron las pruebas diagnósticas, para

evaluar dichas pruebas se utilizó el software OriginPro8.6 mediante la construcción del

gráfico de la curva ROC, de la que se hablará a detalle más adelante.

La utilidad de las pruebas diagnósticas se basa en la capacidad de separar adecuada-

mente las personas sanas de las enfermas, y de no producir falsos positivos o negati-

vos. Las propiedades de las pruebas diagnósticas se describen tradicionalmente como

sensibilidad, especificidad y valores predictivos. Una forma adicional de considerar la

probabilidad de la enfermedad es mediante el cálculo de la razón de probabilidades o

likelihood ratio; este permite conocer cuánto más probable es un resultado (positivo o

negativo) según la presencia o ausencia de la enfermedad. Las pruebas diagnósticas son

utilizadas para diferentes fines: tamizaje de una población, búsqueda de casos, descarte

de un diagnóstico, confirmación de un diagnóstico o seguimiento de una patología. Para

una correcta evaluación de una prueba diagnóstica se deben conocer los siguientes ele-

mentos: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo

y curva ROC (del inglés, receiver operating characteristic curve).
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Figura 6.19: Resultados de una prueba diagnóstica [85].

Al hacer el análisis de la evaluación de las pruebas diagnósticas se definen los siguientes

conceptos:

Sensibilidad (S): Capacidad de una prueba para identificar correctamente aquellos que

tienen la enfermedad. Esta es igual al número de sujetos con una prueba positiva que tie-

nen la enfermedad, dividido entre todos los sujetos que tienen la enfermedad, mediante

la siguiente fórmula:

S = A
(A+C)X100 %

En la Fig. 6.19, la flecha señala la dirección de la sensibilidad desde la enfermedad hacia

el resultado de la prueba, es decir, es la probabilidad de que, en un individuo enfermo,

la prueba resulte positiva. Así, la sensibilidad es la probabilidad dada por la proporción

de sujetos con resultado positivo entre el total de enfermos.

Especificidad (E): Capacidad de una prueba para identificar aquellos que no tienen la

enfermedad, y es igual al número de sujetos que resultan negativos a la prueba y que no

tienen la enfermedad, dividido entre el número de personas que no tienen la enfermedad

o están sanos, mediante la siguiente fórmula:

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

82



Materiales y Metodología

E = D
(B+D)X100 %

En la Fig. 6.19 la flecha señala la dirección de la especificidad, y su trayecto indica que

va desde la ausencia de enfermedad al resultado de la prueba, es decir, la probabilidad

de que, en un individuo no enfermo, la prueba resulte negativa.

Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad que tiene un individuo de estar en-

fermo cuando el resultado de la prueba es positivo, en otras palabras, es una probabilidad

condicionada a que un paciente que resulte positivo a la prueba tenga la enfermedad. En

la Fig. 6.19, la flecha señala la dirección del valor predictivo positivo, desde el resultado

de la prueba positiva a la probabilidad de que este individuo esté enfermo. Se evalúa

mediante la siguiente fórmula:

V PP = A
(A+B)X100 %

Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la probabilidad de que un individuo que obtenga

un resultado negativo a la prueba no presente la enfermedad o esté sano. En la Fig.

6.19 la flecha señala la dirección del VPN, que proviene de un resultado negativo de

la prueba y la probabilidad de que el individuo no esté enfermo. Esta probabilidad está

condicionada a que un sujeto con resultado negativo no esté enfermo o esté sano. En

otras palabras, es la probabilidad de que el paciente no tenga la enfermedad frente a un

resultado negativo de la prueba. Se evalúa mediante la siguiente fórmula:

V PN = D
(C+D)X100 %

Como norma general, cuando se desee evaluar la sensibilidad y la especificidad de una

prueba, se debe partir del conocimiento de la presencia o no de la enfermedad en los

individuos estudiados, y comparar los resultados de la prueba en evaluación, con una

prueba de referencia o “prueba de oro”.
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Hasta ahora se ha mencionado sólo la posibilidad de que en una prueba se obtengan

dos resultados: positivo o negativo, pero a menudo los resultados de una prueba son en

variables continuas, tales como la presión arterial o el nivel de glicemia, no tienen un re-

sultado positivo y otro negativo, sino datos en escala continua. La decisión debe ser, por

lo tanto, establecida con un nivel umbral o punto de corte encima del cual el resultado

de la prueba es considerado como positivo, y por debajo de éste es considerado nega-

tivo. Lo que plantea la necesidad de establecer puntos de corte óptimos en función de

los valores continuos medidos, en este sentido, una herramienta que facilita el estableci-

miento de los puntos de corte es la construcción de las curvas ROC (Curva característica

Operativa del Receptor, por sus siglas en inglés).

Curva ROC (Curva característica Operativa del Receptor)

El uso de las curvas ROC minimiza la aparición de falsos positivos, lo cual está asociado

con un elevado costo emocional y económico, ya que los pacientes podrían ameritar la

repetición de las pruebas, sin que sea del todo necesaria, pues posiblemente pocos de

ellos estén realmente enfermos.

Adicionalmente, la implementación de las curvas ROC también disminuye el número de

falsos negativos. Los falsos negativos constituyen un serio problema en el manejo clíni-

co, sobre todo cuando se trata de enfermedades graves, ya que se pierde la oportunidad

de darle al paciente un tratamiento eficaz en etapas iniciales.

Para construir una curva ROC ésta se representa en un plano cartesiano, graficando

sensibilidad versus 1-especificidad. En este sentido, las curvas ROC muestran todos

los pares ordenados (sensibilidad, 1-especificidad), resultantes de la variación continúa

de los puntos de corte en todo el rango de resultados observados. El gráfico expresará

mayor poder discriminatorio de la prueba, cuanto mayor sea el área bajo la curva, que

por lo general es considerado como mayor al 0.8. Las curvas ROC optimizan el punto

de corte, es decir, cuanto más sensible y específica sea la prueba (puntos más hacia

arriba y más hacia la izquierda en la gráfica), más se alejará de la diagonal, lo cual es
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considerado como el mejor punto de corte [85], como se puede observar en la Fig. 6.20

la clasificación de la prueba como mala, regular y buena en función del área bajo la

curva obtenida de la curva ROC [86].

Figura 6.20: Tipos de curva ROC [86].

Cuando se construyen las curvas ROC existen varios métodos que permiten la identifi-

cación del punto de corte ideal. Dos de ellos son el método de distancias mínimas y la

determinación de los índices de Youden. En el primero, se trazan líneas que unan los

distintos puntos de corte con la coordenada (1,0), que corresponde a una sensibilidad y

especificidad del 100 %, la línea que tenga la menor distancia es la que está conectada

con el punto de corte ideal, que representa el mejor par (sensibilidad, 1-especificidad).

Por su parte, el método de Youden requiere la determinación de un índice para cada

punto de corte posible. El cual se calcula a través de la fórmula:

IY = (S + E)− 1

El punto de corte con el mayor índice corresponde al ideal [85].

Autores como Galen y Gambino et al. han sugerido una serie de postulados de tipo

práctico respecto a las características de una prueba diagnóstica para elegir el valor del

punto de corte a tomar en cuenta.
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1. Elegir la mayor sensibilidad cuando:

a. La enfermedad sea grave y no pueda pasar inadvertida.

b. La enfermedad sea tratable.

c. Los resultados de falsos positivos no supongan un traumatismo psicoló-

gico o económico en los individuos examinados.

2. Elegir la mayor especificidad posible cuando:

a. La enfermedad sea importante, pero difícil de curar o incurable.

b. El hecho de conocer que no se padece la enfermedad tiene una importan-

cia sanitaria y psicológica.

3. Debe utilizarse una prueba con un alto valor predictivo positivo cuando el tra-

tamiento de los falsos positivos pueda tener consecuencias graves.

4. Un valor global elevado se desea cuando:

a. La enfermedad sea importante, pero curable.

b. Tanto los falsos positivos como los falsos negativos supongan un trauma-

tismo y esté conlleve consecuencias graves [86].
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Capítulo 7

Análisis y Discusión de Resultados

7.1 Resultados Parte I: Lesiones Precancerosas y Cáncer

Cervicouterino Invasor

Resultados de ambos hospitales: Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”,

San Luis Potosí, S.L.P y “Hospital General de Ciudad Valles”, Ciudad Valles, San

Luis Potosí, S.L.P.

Grupos: Lesiones precancerosas (NICs) vs Cáncer cervicouterino invasor (CaCu)

El grupo total de pacientes femeninas de ambos hospitales fue de 50 pacientes, divididas

en dos grupos: NICs y CaCu con 41 y 9 pacientes, respectivamente. La información

obtenida de la hoja de recolección de datos de las pacientes de ambos grupos como

edad, peso, estatura e índice de masa corporal (IMC) se reúnen en la Tabla 7.1 que nos

señala que la media de las edades de ambos grupos son muy comparables; respecto al

peso y estatura son similares y por último el IMC con un valor promedio de 28.10 para

las NICs y 27.23 para CaCu indica que la mayoría de las pacientes sufre de sobrepeso

de acuerdo a la OMS que clasifica el IMC con un valor entre 25.0 hasta 29.99 como

sobrepeso [87].
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Tabla 7.1: Media y desviación estándar de los datos obtenidos (edad, peso, estatura y

IMC) de los grupos: CaCu y NICs.

Datos/grupos NICs CaCu

Edad (años) 43 ± 12 39 ± 10

Peso (kg) 67.81 ± 12.38 67.96 ± 12.03

Estatura (m) 1.55 ± 0.06 1.57 ± 0.06

IMC 28.10 ± 5.12 27.23 ± 4.11

En la Fig. 7.1.A. se muestra el gráfico de nube correspondiente a las concentraciones de

AS en saliva, en el que se observa que la mayoría de las concentraciones pertenecientes

a las NICs (puntos negros) se aglutinan debajo de la concentración de 25 mg/dl, pero

aparecen de 2-7 puntos atípicos con altas concentraciones de AS, dichos puntos corres-

ponden a pacientes diagnosticadas con lesiones precancerosas clasificadas como NIC2/3

que varían desde 45-123 mg/dl, estas pacientes muestran un incremento de AS en saliva

a diferencia del resto del grupo, este comportamiento se debe a que son lesiones de alto

grado que estarían progresando a un cáncer cervicouterino invasor, de hecho los médi-

cos refieren a las lesiones NIC2/3 como lesiones precursoras del cáncer y el Instituto

Nacional del Cáncer clasifica esta lesión como el estadio 0 del cáncer cervicouterino

[88], por lo que podría hacerse un seguimiento de dichas pacientes para corroborarlo

con su historial clínico.

Es importante mencionar que las lesiones de bajo grado NIC1 muestran concentraciones

de AS más bajas que las lesiones de alto grado NIC2/3, exceptuando sólo una paciente

que tiene una concentración de AS de 45.86 mg/dl, a la cual podría hacerse un segui-

miento; es de suma importancia detectar cuales lesiones progresarán a un cáncer y de

esta manera evitar procedimientos quirúrgicos innecesarios de detección, tal es el caso

de las lesiones NIC1, ya que las pacientes que padecen estas lesiones son tratadas a

veces innecesariamente.
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En el caso de las concentraciones de AS pertenecientes al grupo CaCu estas se muestran

más dispersas (puntos rojos) y varían desde 8-100 mg/dl, dicho grupo reúne concentra-

ciones de todos los estadios clínicos desde el estadio 1 al 4; por último, cabe mencionar

que la concentración más alta del grupo de lesiones precancerosas es de 123.31 mg/dl,

mientras que para el grupo de CaCu es de 99.21 mg/dl.

En cuanto al grupo de CaCu, a pesar de que este grupo de pacientes es estadísticamente

pequeño, lo cual se debe a los rigurosos criterios de inclusión y exclusión (señalados en

el capítulo IV), es relevante mencionar que la población global de este tipo de cáncer es

de menor incidencia que el cáncer de mama; aun así, podemos vislumbrar que los datos

obtenidos nos permiten establecer resultados concisos para esta prueba.

Respecto a los resultados estadísticos, tanto la media como la mediana (Fig. 7.1.B.) en

el grupo de CaCu tiene una mayor concentración de AS comparada con en el grupo

de lesiones NICs, esta última información puede visualizarse en la Tabla 7.2 incluye

los valores numéricos de la media, más/menos la desviación estándar, la mediana, el

primer y tercer intercuartil, así como también el valor de ρ que se obtuvo de la prueba

de normalidad de Shapiro-Wilk.

Al analizar estos datos nos permite establecer que la concentración de AS en saliva se

eleva cuando hay presencia de cáncer cervicouterino invasor, lo que responde a la pre-

gunta de investigación que al incrementar la severidad (pasando de una lesión precance-

rosa a un cáncer cervicouterino invasor) de la enfermedad aumenta la concentración de

AS en saliva en las pacientes femeninas.
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Figura 7.1: A. Gráfico de nube de las concentraciones de AS de los grupos NICs y

CaCu de ambos hospitales.

B.Gráfico de caja de las concentraciones de AS de los grupos NICs y CaCu de ambos

hospitales.

Tabla 7.2: Concentraciones de AS (mg/dl) para los grupos de NICs y CaCu.

NICs CaCu

No. pacientes 41 9

Concentración de AS (mg/dl) 23.11 ± 25.82 13.78 (11.01 ? 20.59) 38.9 ± 30.43 30.03 (15.19 ? 50.65)

Valor de ρ (Nivel de significancia ρ <0.005) (1,44x10)−8 (No. Normal) 0.2199(Normal)

Para ampliar más el estudio se aplicaron varias pruebas estadísticas a los grupos: NICs

y CaCu, entre ellas se aplicó la prueba de Bonferroni donde se obtiene que no hay di-

ferencia significativa entre ambos grupos, la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk

menciona que al nivel de significancia de 0.05 los datos del grupo de CaCu siguen una

distribución normal de la población, mientras que los datos del grupo de NICs siguen

una distribución no normal de la población. Por último, se obtuvo una curva ROC (Fig.

7.2) para establecer el área bajo la curva y el mejor punto de corte de concentración de

AS global para ambos grupos estudiados, así mismo, también se estableció la sensibili-

dad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, dichos datos aparecen en la Fig.

7.3.
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Figura 7.2: Curva ROC de las concentraciones de AS de los grupos NICs y CaCu.

Los datos obtenidos de la curva ROC señalan un 70 % del área bajo dicha curva, esto

indica que la prueba de ácido siálico está por encima del porcentaje que clasifica a la

prueba como regular, lo cual es buen parámetro para evaluar la prueba del AS en saliva.

El área bajo la curva ROC es obtenida al asignar números binarios a las concentraciones

de ácido siálico, donde el 1 representa las concentraciones de AS de personas enfermas

(grupo CaCu), es decir, los positivos, y el 0 representa las concentraciones de AS de per-

sonas sanas (grupo NICs), es decir, los negativos. El mejor punto de corte se determinó

mediante el índice de Youden [85], por lo tanto, se estableció que la concentración de

AS>15 mg/dl en saliva es el mejor para los grupos de todas las lesiones precancero-

sas (NICs) y cáncer cervicouterino invasor (CaCu), dicho punto de corte nos señala que

arriba de esta concentración se encuentran todas las personas enfermas y debajo todas

las personas sanas de un grupo total de 50 pacientes femeninas de ambos hospitales.
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Figura 7.3: Comparación de los datos obtenidos mediante frotis de Papanicolaou y

prueba de AS en saliva en grupos de NICs y CaCu.

En la Fig. 7.3 se muestra la comparativa de los porcentajes obtenidos del frotis de Pa-

panicolaou publicado por M. U. Barut et al. en 2015 [15] (barras color negro) versus

la prueba de AS en saliva (barras color rojo) de 2018, para el Pap se obtuvieron los

siguientes porcentajes: especificidad (E) del 76 %, sensibilidad (S) del 57 %, valor pre-

dictivo negativo (VPN) 92 % y valor predictivo positivo (VPP) 26 %; mientras que para

la prueba de AS en saliva se obtuvo: E del 71 %, S del 66 %, VPN del 91 % y VPP del

33 %.

Se observa que la prueba de AS en saliva mejora los porcentajes de sensibilidad y el

valor predictivo positivo, disminuye en el porcentaje de especificidad y se mantiene en

el porcentaje del valor predictivo negativo; dichos porcentajes nos señalan que debemos

trabajar más para poder incrementar el porcentaje de especificidad de la prueba y de esta

manera poder clasificar correctamente una paciente sana.

Aún a pesar de este último porcentaje, la prueba del AS en saliva mejora el porcentaje

de sensibilidad, mostrando un 66 % en comparación con el porcentaje reportado en la

literatura de M. U. Barut et al. [15], lo que señala que es posible clasificar correctamente

una paciente enferma y de esta manera reducir procedimientos quirúrgicos innecesarios
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en las pacientes.

Respecto a los valores predictivos, se mejoró ligeramente el porcentaje del VPP lo que

sugiere que es posible predecir que una paciente esté enferma cuando el resultado de

la prueba es positivo, es decir, tener la certeza de su enfermedad, de igual manera se

evitarían los procedimientos médicos innecesarios como también se evitaría estrés emo-

cional en las pacientes derivado de un mal diagnóstico y/o tamizaje, podría trabajarse

más adelante para mejorar este porcentaje; por el contrario en el porcentaje del VPN,

este se mantuvo, dicho porcentaje nos da la certeza de predecir que una paciente esté

sana cuando el resultado de la prueba es negativa, aunque el porcentaje se mantiene, es

un buen porcentaje.

Para la obtención de los porcentajes de E, S, VPN y VPP, se utilizaron los siguientes

datos conocidos como Verdadero Positivo (VP), Falso Negativo (FN), Falso Positivo

(FP) y Verdadero Negativo (VN) [89]:

VP: número de pacientes enfermos (Pap positivo) en los que la prueba resultó

positiva (tamizaje correcto).

FN: número de pacientes enfermos (Pap positivo) en los que la prueba resultó

negativa (tamizaje incorrecto).

FP: número de pacientes sanos (Pap negativo) en los que la prueba resultó po-

sitiva (tamizaje incorrecto).

VN: número de pacientes sanos (Pap negativo) en los que la prueba resultó

negativa (tamizaje correcto).

Resultando en los siguientes porcentajes: VP 12 %, FN 6 %, FP 24 % y VN 58 % del total

de la población de mujeres estudiadas. Como ya lo había mencionado Sánchez-Nava et

al. [90] en 2013, “ningún método (diagnóstico o tamizaje) está exento de errores, por lo

cual se producen falsos negativos (FN), de 5-10 % hasta 35 % que representan una de
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las mayores causas de fallo de los programas de detección oportuna”. Estos FN suponen

y citando en sus palabras una “derrota” del método utilizado ya que en el seguimiento

de la paciente al volver a hacer el examen se detectará una patología en un estadio más

avanzado. Es concluyente mencionar que la prueba del AS en saliva obtuvo un 6 % de

FN lo que supone un porcentaje de tasa baja.

Sánchez-Nava et al. también menciona que cuando se decide que prueba de tamizaje

utilizar es muy importante seleccionar la de mayor especificidad, debido a que las prue-

bas con especificidad baja son aplicadas en la población sana, con muy baja prevalencia

de la enfermedad resulta en una mayor proporción de falsos positivos.

Resumiendo, al analizar los grupos de NICs versus CaCu no se obtuvo diferencia sig-

nificativa entre ambos, también se obtuvo un bajo porcentaje de especificidad del 71 %

y una alta tasa de falsos positivos del 24 %, es importante mencionar que un bajo por-

centaje de especificidad concluye que no es realmente una buena prueba de tamizaje a

elegir y que una alta tasa de falsos positivos puede derivar en una sobre detección de

NICs que encauzan a tratamientos innecesarios para mujeres que de hecho no corren

ningún riesgo de padecer cáncer cervicouterino en ese momento.

Por lo cual la meta sería reducir el número de falsos positivos, para esto se presentarán

los datos de dos grupos a estudiar: lesiones precancerosas de bajo grado (NIC1) versus

el grupo de lesiones precancerosas de alto grado (NIC2/3) y cáncer cervicouterino inva-

sor (CaCu), esto se debe a que las lesiones precancerosas de alto grado son precursoras

del cáncer, como ya se había mencionado con anterioridad. Al estudiar estos grupos se

pretende elevar el porcentaje de especificidad y reducir la tasa de falsos positivos.
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Grupos: Lesiones precancerosas de bajo grado (NIC1) vs Lesiones precancerosas

de alto grado (NIC2/3) y Cáncer cervicouterino invasor (CaCu)

El grupo total de pacientes femeninas de ambos hospitales fue de 50 pacientes, ahora

están divididas en dos nuevos grupos de estudio: NIC1 vs NIC2/3+CaCu con 30 y 20

pacientes, respectivamente. Los datos de las pacientes de ambos grupos como edad,

peso, estatura e índice de masa corporal (IMC) se reúnen en la tabla 17 y nos señalan el

mismo comportamiento que la Tabla 7.3 de datos.

Tabla 7.3: Media y desviación estándar de los datos obtenidos ((edad, peso, estatura y

IMC) de los grupos: NIC1 y NIC2/3+CaCu.

Datos/grupos NIC1 NIC2/3+CaCu

Edad (años) 44 ± 12 40 ± 11

Peso (kg) 69.54 ± 13.40 65.29 ± 9.91

Estatura (m) 1.55 ± 0.06 1.56 ± 0.06

IMC 28.84 ± 5.46 26.60 ± 3.72

En la Fig. 7.4.A. se muestra el gráfico de nube correspondiente a las concentraciones de

AS en saliva, dicho gráfico muestra que dentro de las concentraciones de AS del grupo

de NIC1 (puntos negros) se observan sólo 2 puntos atípicos con mayor concentración

(29.51 y 45.86 mg/dl) que el resto de las concentraciones que se encuentran debajo de

los 21 mg/dl de concentración de AS en saliva, mientras que el grupo de NIC2/3+CaCu

(puntos rojos) muestra concentraciones más dispersas desde 1.6 hasta 123.31 mg/dl. En

la Fig. 7.4.B. se resalta que la mediana del grupo de NIC2/3+CaCu es mayor que el

grupo NIC1, lo mismo sucede con las medias de ambos grupos, esta última informa-

ción puede visualizarse en la Tabla 7.4 que incluye los valores numéricos de la media,

más/menos la desviación estándar, la mediana, el primer y tercer intercuartil, así como

también el valor de ρ que se obtuvo de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Cabe
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destacar que la concentración de AS en saliva en mayor en el grupo de NIC2/3+CaCu

que en el grupo de NIC1 para ambos hospitales del grupo total de pacientes femeninas.

Figura 7.4: A. Gráfico de nube de las concentraciones de AS de los grupos NIC1 y

NIC2/3+CaCu de ambos hospitales.

B. Gráfico de caja de las concentraciones de AS de los grupos NIC1 y NIC2/3+CaCu

de ambos hospitales.

Tabla 7.4: Concentraciones de AS (mg/dl) para los grupos de NIC 1 y NIC2/3+CaCu .

NIC 1 NIC2/3+CaCu

No. pacientes 30 20

Concentración de AS (mg/dl) 14.19 ± 8.00 13.22 (10.86 ? 16.95) 38.9 ± 30.43 30.03 (15.19 ? 50.65)

Valor de ρ (Nivel de significancia ρ <0.005) (4,46x10)−5 (No. Normal) 0.2199(Normal)

Para el análisis estadístico se aplicaron varias pruebas para ambos grupos estudiados

(NIC1 vs NIC2/3+CaCu), entre ellas se aplicó la prueba de Bonferroni donde se obtiene

que hay diferencia significativa entre ambos grupos, lo cual es un resultado sobresaliente

ya que hace que la prueba de AS en saliva sea útil para diferenciar estos dos grupos.

La prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk menciona que al nivel de significancia de

0.05 los datos del grupo de NIC2/3+CaCu siguen una distribución normal de la po-

blación de concentraciones, mientras que los datos del grupo de NIC1 siguen una dis-

tribución no normal de la población. Por último, se obtuvo una curva ROC (Fig. 7.5)
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para establecer el mejor punto de corte de concentración de AS global para ambos gru-

pos estudiados y el área bajo la curva, así mismo, también se estableció la sensibilidad,

especificidad y valores predictivos que aparece en la Fig. 7.6.

Figura 7.5: Curva ROC de las concentraciones de AS de los grupos NIC1 y

NIC2/3+CaCu.

Los datos obtenidos de la curva ROC señalan un 77.25 % del área bajo dicha curva, esto

indica que la prueba de ácido siálico está por encima del porcentaje que clasifica a la

prueba como buena, este es un resultado excelente que nos permite establecer buenos

porcentajes de sensibilidad, especificidad y valores predictivos derivados de esta curva

todo esto para evaluar la efectividad de la prueba del AS en saliva. El mejor punto de

corte se determinó mediante el índice de Youden [85], por lo tanto, se estableció que

la concentración de AS>22 mg/dl en saliva es la mejor para los grupos de las lesio-

nes precancerosas de bajo grado (NIC1) vs lesiones de alto grado (NIC2/3) y cáncer

cervicouterino invasor (CaCu), dicho punto de corte nos señala que arriba de esta con-

centración se encuentran todas las personas enfermas y debajo todas las personas sanas

de un grupo total de 50 pacientes femeninas de ambos hospitales.
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Figura 7.6: Comparación de los datos obtenidos mediante frotis de Papanicolaou y

prueba de AS en saliva en grupos de NIC1 y NIC2/3+CaCu.

En la Fig. 7.6 se muestra la comparativa de los porcentajes obtenidos del frotis de Pa-

panicolaou publicado por M. U. Barut et al. en 2015 [15] (barras color negro) versus la

prueba de AS en saliva (barras color rojo) de 2018 (sólo grupos: NIC1 y NIC2/3+CaCu)

para el Pap se obtuvieron los siguientes porcentajes: especificidad (E) del 76 %, sensi-

bilidad (S) del 57 %, valor predictivo negativo (VPN) 92 % y valor predictivo positivo

(VPP) 26 %; mientras que para la prueba de AS en saliva se obtuvo: E del 93 %, S del

65 %, VPN del 80 % y VPP del 87 %.

Se observa que la prueba de AS en saliva mejora los porcentajes de especificidad, sensi-

bilidad y el valor predictivo positivo y sólo disminuye en el porcentaje del valor predic-

tivo negativo, de este último a pesar de la disminución se mantiene en un buen rango de

porcentaje, es decir, del 80-100 %. Es importante mencionar que se logró lo deseado, es

decir, incrementar el porcentaje de especificidad de la prueba del AS en saliva en com-

paración con el Frotis de Papanicolaou, lo cual es un excelente resultado, puesto que se

encuentra arriba del 90 %, por lo cual es posible clasificar correctamente y con mayor

certeza a una paciente sana. Respecto a la sensibilidad se mantiene el porcentaje respec-

to al mostrado en la Fig. 7.4.A. por la misma prueba del AS en saliva y por último, hay

un incremento sustancial en el valor predictivo positivo de la prueba del AS en saliva
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llegando al 87 % en comparación con el Frotis de Papanicolaou de lo cual podemos ob-

tener que es muy probable identificar a una paciente enferma cuando resulte positivo a

la prueba, por lo que la prueba del AS en saliva como método de tamizaje es más eficaz

y certera para diferenciar entre: lesiones de bajo grado (NIC1) y lesiones de alto grado

(NIC2/3) y cáncer cervicouterino invasor (CaCu).

Para la obtención de los porcentajes de E, S, VPN y VPP, se utilizaron los siguientes

datos conocidos como Verdadero Positivo (VP), Falso Negativo (FN), Falso Positivo

(FP) y Verdadero Negativo (VN).

Resultando en los siguientes porcentajes: VP 26 %, FN 14 %, FP 4 % y VN 56 % del

total de la población de mujeres estudiadas. De estos últimos resultados, es importante

mencionar que la prueba del AS en saliva en los grupos de NIC1 y NIC2/3+CaCu obtuvo

un 14 % de FN lo cual es una alta tasa de pacientes en comparación la tasa obtenida con

los grupos NICs y CaCu, a pesar de esto hubo una enorme disminución del porcentaje

de FP para los grupos NIC1 y NIC2/3+CaCu en comparación con los grupos de todas

las lesiones precancerosas y CaCu, lo cual es un extraordinario resultado.

Sánchez-Nava et al. [90] menciona que cuando se decide que prueba de tamizaje utilizar

es muy importante seleccionar la de mayor especificidad, basándonos en esto último la

prueba de AS en saliva tiene un porcentaje altísimo de especificidad del 93 % lo cual lo

hace una prueba importante para seleccionar como prueba de tamizaje.

Al incrementar los porcentajes de sensibilidad, especificidad y valores predictivos, se

puede apoyar a las pacientes dándoles certeza acerca de su padecimiento o en dado caso

de la ausencia de este. Para que así puedan evitar cirugías o tratamientos innecesarios

como quimioterapia o radioterapia y así tener la seguridad de su estado, como también

se pueden evitar episodios de ansiedad, depresión o estrés derivados de un mal diagnós-

tico (o en este caso, tamizaje).También, estos porcentajes nos demuestran que la prueba

de AS puede ser una herramienta significativa a utilizar como método de tamizaje para

este tipo de cáncer, en especial para diferenciar las lesiones precancerosas de bajo grado
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(NIC1) de las lesiones de alto grado (NIC2/3) y el cáncer cervicouterino invasor (Ca-

Cu), esta prueba no es subjetiva y depende únicamente de una técnica física y pruebas

estadísticas, por lo cual puede ser competitiva contra los métodos actuales de tamizaje,

en especial del frotis de Papanicolaou.

7.2 Resultados Parte II: Periodontitis, Gingivitis y Control

El grupo global de pacientes femeninas que acudieron a evaluación periodontal a la clí-

nica de Periodoncia de la Facultad de Estomatología de la Universidad Autónoma de

San Luis Potosí (UASLP) fue de 93 pacientes, subdivididas en 3 grupos de estudio: 33

pacientes con diagnóstico de periodontitis, 30 pacientes con diagnóstico de gingivitis y

30 pacientes sanas (también llamado grupo control), se recolectaron datos respectivos

a cada paciente, entre los que incluyen: edad, peso, estatura, índice de masa corporal

(IMC) que se reúnen en la Tabla 7.5, también se muestra el resultado de los parámetros

oral como son la profundidad de la bolsa y la pérdida de inserción clínica (CAL) en

milímetros para el diagnóstico ya sea sano, gingivitis o periodontitis de las pacientes.

Los datos obtenidos muestran que la edad, peso y estatura promedio de los tres grupos

son bastante comparables, mientras que el Índice de Masa Corporal (IMC) con un valor

global de 28.33 para todos los grupos indica que la mayoría de las pacientes sufre de

sobrepeso de acuerdo con la OMS que clasifica el IMC entre 25.0 hasta 29.99, en cuanto

a la profundidad de la bolsa y la pérdida de inserción clínica ambos parámetros aumen-

tan en milímetros conforme se avanza de un estadio sano pasando por la enfermedad

gingival hasta una enfermedad periodontal.
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Tabla 7.5: Media y desviación estándar de los datos obtenidos (edad, peso, estatura,

IMC, profundidad del surco gingival y pérdida de inserción clínica) de los grupos:

control, gingivitis y periodontitis.

Datos/grupos Control Gingivitis Periodontitis

Edad (años) 45 ± 9 47 ± 14 45 ± 9

Peso (kg) 75.38 ± 11.81 74.89 ± 13.32 72.99 ± 18.47

Estatura (m) 1.61 ± 0.07 1.61 ± 0.06 1.58 ± 0.19

IMC 28.86 ± 5.18 29.50 ± 7.95 26.84 ± 3.91

Profundidad del surco gingival (mm) 1.66 ± 0.17 2.04 ± 0.49 3.95 ± 0.60

Pérdida de inserción clínica (CAL, mm) 1.48 ± 0.18 1.83 ± 0.25 3.94 ± 0.57

La Fig. 7.7.A. muestra inmediatamente que las concentraciones de AS en saliva medidas

para las pacientes con periodontitis difieren significativamente del rango resultante de

concentraciones medidas para las pacientes con gingivitis y/o las pacientes control. Las

concentraciones del grupo control se aglutinan debajo de la concentración de 12 mg/dl,

mientras que se muestran tres puntos atípicos en el grupo de gingivitis que corresponde

a concentraciones de 57.57, 67.57 y 70.42 mg/dl, mientras que el resto de las concentra-

ciones se concentran por debajo de 17 mg/dl de concentración de AS, lo mismo sucede

con el grupo de periodontitis que muestra dos puntos atípicos que corresponde a con-

centraciones de 59.3 y 85.86 mg/dl.

En la Fig. 7.7.B. se muestra un gráfico de caja de la mediana de la concentración como

función de la salud oral para ilustrar el rango de valores medidos para las concentra-

ciones de AS para los tres grupos de pacientes. La inspección de esta figura sugiere

claramente que el grupo de periodontitis tiene diferencias significativas respecto con los

otros dos grupos de pacientes (gingivitis y control).
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Figura 7.7: A. Gráfico de nube de las concentraciones de AS de los grupos control,

gingivitis y periodontitis.

B. Gráfico de caja de las concentraciones de AS de los grupos control, gingivitis y

periodontitis.

La Tabla 7.6 incluye los valores numéricos de la media, más/menos la desviación es-

tándar, la mediana, el primer y tercer intercuartil, así como también el valor de ρ que

se obtuvo de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. En esta tabla se puede leer que

los valores resultantes de la media para las concentraciones de AS son menores para el

grupo control y para aquellas con gingivitis en comparación con el valor alto de la media

para pacientes con periodontitis.

Es necesario mencionar que en la Fig. 7.7.A., se detectaron tres concentraciones atípicas

en el grupo de pacientes con gingivitis, que afectan gravemente la estimación de la me-

dia, pero no de la mediana de la concentración de AS en saliva que da como resultado

mayor para el grupo control y menor para el grupo de periodontitis; en comparación,

las concentraciones medias de concentración de AS en saliva resultan en 5.79 y 19.81

mg/dl, para los grupos control y periodontitis, respectivamente. Por último, los grupos

control y gingivitis siguen una distribución no normal de datos, mientras que el grupo de

periodontitis sigue una distribución normal de datos, según los valores obtenidos de la

prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Dada la no normalidad de los datos de concen-

traciones de AS, se aplicó la prueba estadística de Bonferroni para comparar en pares las

tres poblaciones. Esta prueba arroja que no es posible diferenciar estadísticamente entre
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el grupo de gingivitis y control; pero el grupo de periodontitis resulta estadísticamente

diferente al grupo control.

Tabla 7.6: Concentraciones de AS (mg/dl) para los grupos control, gingivitis y

periodontitis.

Control Gingivitis Periodontitis

No. pacientes 30 30 33

Concentración de AS (mg/dl) 5.79 ± 2.49 5.98 (3.67 ? 7.76) 12.98 ± 18.06 7.32 (6.21 ? 9.59) 19.81 ± 16.45 17.12 (9.85 ? 21.64)

Valor de ρ (Nivel de significancia ρ <0.005) (3,86x10)−6 (No. Normal) (8,06x10)−9 (No. Normal) 0.50(Normal)

La Fig. 7.8 muestra la curva ROC para las concentraciones de ácido siálico entre los dos

grupos estadísticamente diferentes: periodontitis y grupo de control de pacientes de sólo

63 pacientes del total. Los ejes de la curva ROC se eligen vertical para Sensibilidad (tasa

de verdaderos positivos) y horizontal para 1-Especificidad (tasa de falsos positivos). El

mejor punto de corte se determinó mediante el índice de Youden [85] que corresponde

a concentración de AS>12 mg/dl en saliva. El área bajo la curva ROC es de 88.83 %

casi llegando al 100 %, lo que señala que la prueba es buena y este es un resultado muy

favorable.

Figura 7.8: Curva ROC de las concentraciones de AS de los grupos control y

periodontitis.

El punto de corte seleccionado de la prueba del AS en saliva corresponde a una sensibi-

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ
FACULTAD DE CIENCIAS

103



Análisis y Discusión de Resultados

lidad del 69.69 % y una especificidad del 100 %, para el VPP del 100 % y para el VPN

del 75 %. Lo que nos señala que está prueba puede predecir correctamente al 100 %

de certeza que una persona está sana, mientras que el porcentaje baja en cantidad para

predecir a una persona enferma, lo cual aunque no es un porcentaje alto, es significati-

vo para esta prueba; el VPP obtiene un magnífico porcentaje del 100 % por lo cual es

posible detectar a una paciente enferma cuando se obtenga un resultado positivo de la

prueba, en comparación con el valor del 75 % de VPN que nos indica que aunque no es

un valor tan alto (entre 90-100 %) es posible tener seguridad para detectar una persona

sana cuando obtenga resultado negativo de la prueba (Ver Fig. 7.9, barras rojas). En la

Fig. 7.9 también se muestra la comparativa de los porcentajes obtenidos por profundi-

dad del surco gingival y pérdida de inserción clínica publicado por Machtei et al. [26]

en 1993 (barras color negro) y Michalowizc et al. [27] en 2013 (barras grises) versus la

prueba de AS en saliva (barras color rojo) de 2018.

Se observa que la prueba de AS en saliva en comparación con Machtei et al. y Micha-

lowicz et al. mejora los porcentajes de especificidad, sensibilidad y el valor predictivo

positivo y sólo disminuye en el porcentaje del valor predictivo negativo (sólo con respec-

to a los resultados de Michalowicz et al., de este último valor, a pesar de la disminución

se mantiene en un buen rango de porcentaje.
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Figura 7.9: Comparación de los datos obtenidos mediante profundidad del surco

gingival y pérdida de inserción clínica por Machtei et al. y Michalowizc et al. y la

prueba de AS en saliva.

Es importante mencionar que la profundidad del surco gingival y la pérdida de inserción

clínica son medidas solo en una visita y después de que ya se tiene la enfermedad y

no es suficiente para realizar un diagnóstico activo de la enfermedad [91], por lo cual

es importante hacer una detección de que la enfermedad incremente dramáticamente,

los clínicos refieren que la profundidad del surco gingival cambia a través del tiempo

[27] por lo cual es relevante encontrar una prueba de tamizaje que ayude a detectar

oportunamente a las pacientes con mayor riesgo y así evitar pérdidas dentales.

Para la obtención de los porcentajes de E, S, VPN y VPP, se utilizaron los siguientes

datos conocidos como Verdadero Positivo (VP), Falso Negativo (FN), Falso Positivo

(FP) y Verdadero Negativo (VN).

Resultando en los siguientes porcentajes: VP 36.5 %, FN 15.87 %, FP 0 % y VN 47.61 %

del total de la población de mujeres estudiadas. De lo anterior cabe mencionar que al no

haber ningún paciente como falso positivo hay certeza de que no se cometerán errores

en la detección de la enfermedad periodontal.
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Capítulo 8

Conclusiones

La prueba del AS en saliva puede diferenciar significativamente entre lesiones precance-

rosas de bajo grado (NIC1) y lesiones precancerosas de alto grado (NIC2/3) en conjunto

al cáncer cervicouterino invasor (CaCu), así como también entre pacientes sanas y con

enfermedad periodontal mostrando excelentes porcentajes de sensibilidad y especifici-

dad (65 y 93 %, respectivamente para el caso de NIC1 y NIC2/3+CaCu; 67 y 100 %,

respectivamente para el caso de pacientes sanas y con enfermedad periodontal) compa-

rados con los mostrados en la literatura. El mejor punto de corte de concentración fue

de AS salival >22 mg/dl para diferenciar entre NIC1 y NIC2/3+CaCu, mientras que

para el caso de pacientes sanas y con enfermedad periodontal fue de AS salival >12

mg/dl, estos puntos de corte nos indican que la detección de la enfermedad periodontal

no causa conflicto con la detección del cáncer cervicouterino, por lo que se rechaza que

la enfermedad periodontal pueda ser una variable confusora en la detección de dicho

cáncer. Los puntos de corte fueron obtenidos mediante la graficación de la curva ROC

con resultados de porcentajes buenos del área bajo la curva (77 y 89 %, respectivamente

para los grupos estudiados NIC1 y NIC2/3+CaCu; sanas y periodontitis) con lo cual se

demuestra que la prueba de AS salival es buena.



Conclusiones

Con los resultados obtenidos se responde a la hipótesis y la pregunta de investigación

que señala que hay diferencia en incremento entre las concentraciones de ácido siá-

lico salival de pacientes con diagnóstico de cáncer cervicouterino invasor (grupo de

NIC2/3+CaCu) respecto con las pacientes con lesiones precancerosas (grupo de NIC1,

es decir, es mayor la concentración de ácido siálico salival en pacientes a las que ya les

ha afectado de manera severa la enfermedad en comparación con las pacientes a las que

no les ha afectado tanto; lo mismo sucede con los resultados del grupo entre pacien-

tes sanas y con enfermedad periodontal. De igual manera se cumplieron los objetivos

generales, específicos y secundarios de este trabajo de investigación.

La prueba de AS en saliva puede implementarse como herramienta adicional de un mé-

todo de tamizaje, dicha prueba demuestra ser confiable y efectiva para ser utilizada en

la detección de lesiones precancerosas del cáncer cervicouterino como también en en-

fermedad periodontal, así mismo puede competir con sus métodos actuales homólogos

como son el Frotis de Papanicolaou y pérdida de inserción clínica (CAL), respectiva-

mente para los grupos estudiados. Las ventajas que muestra esta prueba incluyen la no

invasividad de la extracción de la muestra a estudiar y evita a toda costa la subjetividad

del análisis por lo que se espera que la detección salival como lo es esta prueba de AS

sea implementada ampliamente para ayudar a la población en riesgo.

Nuestro trabajo muestra que la incorporación novedosa de la técnica SERS producida

por AgNPs para la determinación del AS en saliva es una técnica de bajo costo, re-

producible, segura y puede realizarse en tiempo real, a diferencia de otros métodos de

determinación que utilizan demasiados reactivos, que son excesivamente costosos y de

resultados prolongados. Una de las limitaciones que tuvo este trabajo de investigación

fue el número de pacientes estudiadas por lo que en un futuro se buscará ampliar dicho

número. Por último, la prueba de AS en saliva es una excelente herramienta adicional

para tamizaje ya que se obtuvo que tiene una tasa baja de falsos positivos, por lo que se

espera que en un futuro se pueda incluir como método de detección temprana.
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Apéndice A

Glosario

Ag: Plata

AgNP: Nanopartícula de plata (plural, AgNPs)

AS: Ácido siálico

Au: Oro

CAL: Pérdida de inserción clínica

CBL: Citología en Base Líquida

CCD: Dispositivo de carga acoplada

Cu: Cobre

DFT: Teoría de funciones de la densidad

DLS: Dispersión de Luz Dinámica

E: Especificidad

EM: Campo electromagnético



Glosario

FIGO: Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia

IgA: Inmunoglobulina A

IC: Intercuartil

IVAA: Inspección Visual de Ácido Acético

LEI: Lesión Escamosa Intraepitelial

LSP: Plasmones de superficie localizada

LSPR: Plasmón de resonancia superficial localizada

NA: Apertura numérica

Neu5Ac: Ácido N-acetilneuramínico

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervicouterina (plural, NICs)

NIC1: Neoplasia Intraepitelial de bajo grado

NIC2, NIC3: Neoplasia Intraepitelial de alto grado

OMS: Organización Mundial de la Salud

Pap: Frotis de Papanicolaou

ROC: Curva característica operativa del receptor

S: Sensibilidad

SEM: Microscopía Electrónica de Barrido

SERS: Dispersión Raman Amplificada por Superficie

SPP: Polaritones de plasmón superficial
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Glosario

UV-Vis: Ultravioleta-visible

VPH: Virus del Papiloma Humano

VPN: Valor Predictivo Negativo

VPP: Valor Predictivo Positivo
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Apéndice B

Publicaciones, Congresos y Estancias

Presentación del póster “Study on the application of Raman Spectroscopy for

early detection of cervical cancer” en el XI International Conference on Surfa-

ces, Materials and Vacuum que se llevó a cabo en Playa del Carmen, México

del 24-28 de septiembre de 2018.

Publicación del artículo: Zermeño-Nava, J., Martínez-Martínez, M., Rámirez-

de-Ávila, A., Hernández-Arteaga, A., García-Valdivieso, M., Hernández-Cedillo,

A., José-Yacamán, M. and Navarro-Contreras, H. (2018). Determination of sia-

lic acid in saliva by means of surface-enhanced Raman spectroscopy as a mar-

ker in adnexal mass patients: ovarian cancer vs benign cases. Journal of Ova-

rian Research.

Estancia en el Centro de Investigaciones en Óptica (CIO) de la Ciudad de León,

Guanajuato en el taller de Biofotónica Aplicada que se llevó a cabo del 18 al

22 de septiembre de 2017.



Apéndice C

1. Aprobación del Comité de Ética en

Investigación del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto” de S.L.P



Apéndice D

1.1 Aprobación del Comité de Ética en

Investigación del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto” de S.L.P



Apéndice E

2. Aprobación del Comité de Ética e

Investigación para la Salud del “Hospital

General de Ciudad Valles”, Cd. Valles, S.L.P



Apéndice F

3. Aprobación del Comité de Ética en

Investigación de la Facultad de

Estomatología de la UASLP
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Apéndice H

4. Hoja de recolección de datos para ambos

hospitales



Apéndice I

4.1 Hoja de recolección de datos para ambos

hospitales
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